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O conhecimento crescente da biologia das células-tronco (CT) e a iminência da sua 
efetiva aplicação terapêutica têm destacado a relevância de duas importantes 
questões: a obtenção do efeito terapêutico desejado e a segurança do transplante 
celular. Dentre os maiores riscos potenciais, destaca-se o de transformação das CT 
durante seu cultivo. Há grande diversidade de relatos, muitos dos quais contraditórios, 
ressaltando a necessidade da padronização da avaliação de CT para terapias. 
Visando contribuir com o estabelecimento de um algoritmo para a triagem de CT, são 
apresentados neste trabalho os resultados da avaliação de cultivos de curta e longa 
duração de CT mesenquimais derivadas do tecido adiposo (CTMA). CTMA foram 
obtidas do tecido adiposo epididimal de dez camundongos adultos (Mus musculus, 
Swiss, amostras A1-A10) e cultivadas até a passagem 15 (P15). Os cultivos foram 
avaliados nas passagens P3, P9 e P15 por meio das técnicas de Papanicolaou, 
bandamento G (bG), hibridação fluorescente in situ (FISH), diferenciação adipogênica 
e osteogênica, imunofenotipagem por citometria de fluxo e por meio do transplante 
para avaliação do potencial tumorigênico in vivo em camundongos NOD.CD17-
Prkdc(scid)/J. Foram detectadas alterações celulares em todas as amostras, nas três 
passagens indicadas. Por meio da técnica de Papanicolaou foram identificadas 
alterações na morfologia nuclear e do número de núcleos por célula, enquanto por bG 
e FISH foram detectadas aneuploidias. A proporção de células alteradas e o número 
de cromossomos por célula exibiu aumento entre as passagens P3, P9 e P15. As 
alterações identificadas por bG e FISH apresentaram diferença significativa entre P3 
e P9 e entre P3 e P15 (p<0,01). Duas amostras (A2 e A3) exibiram alterações 
morfológicas e do perfil proliferativo entre P9 e P15, com redução do tempo de 
duplicação e aumento do período de crescimento exponencial. O potencial de 
diferenciação adipogênico e osteogênico foi evidenciado em todas as amostras com 
perfil de crescimento típico e também na amostra A2. Por meio de imunofenotipagem 
foi identificada tendência de redução da expressão do marcador CD105 com o 
aumento das passagens do cultivo, principalmente nas amostras A2 e A3. Estas duas 
amostras foram as únicas caracterizadas na última passagem como CD105-negativas 
e que induziram a formação de tumores in vivo. Esta transformação exibiu forte 
correlação com as frequências das alterações identificadas, em especial por meio das 
técnicas de Papanicolaou em P3 e P9 (p<0,001); bG em P3 (p<0,001); FISH em P3 e 
P9 (p<0,001); e dependência da perda de expressão do marcador CD105 (𝑥2, 
p=0,949). Adicionalmente, foi demonstrado que a perda da expressão de CD105 é um 
importante indicador da transformação de CTMA. Estes resultados evidenciam a 
viabilidade da aplicação dessas técnicas em um algoritmo para a triagem de células 
cultivadas, bem como no estabelecimento de uma escala para determinação da 
segurança da sua aplicação terapêutica.  
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Currently the growing uderstanding of stem cell biology combined with the expectation 
of its’ therapeutic applications highlighted two important issues: obtaining the desired 
therapeutic effect and the safety of transplanted cells. Among the greatest risks already 
report is the potential for neoplastic transformation of the transplanted stem cells (SC). 
Contradictory research has highlighted the need for systemization of the evaluation of 
SC cultivations for cellular therapy. To contribute to the establishment of an algorithm 
for sreening SC, this thesis presents evaluation results of short and long term culture 
of adipose-derived mesenchymal stem cells (ADMSC). ADMSC were obtained from 
epididymal adipose tissue of ten adult mice (Mus musculus, Swiss, samples A1-A10) 
and cultured until the 15th passage (P15). These samples were assessed at passages 
P3, P9 and P15 by Pap test, G-banding (Gb), fluorescent in situ hybridization (FISH), 
adipogenic and osteogenic differentiation, immunophenotyping by flow cytometry and 
by transplantation to evaluate the tumorigenic pontential in vivo using NOD.CD17-
Prkdc(scid)/J mice. Cellular changes were found by Pap test, Gb and FISH in all 
samples and passages indicated. Pap test identified changes in nuclear morphology 
and in the number of nuclei per cell. Gb and FISH identified chromosomal aneuploidies 
increasing in frequency with increasing pasage (P3, P9 and P15). The identified 
changes by Gb and FISH were statistically significant between P3 and P9 and between 
P9 and P15 (p<0.01). Two samples (A2 and A3) showed morphological changes and 
altered proliferative profile between P9 and P15, with a reduction of doubling time and 
an increased period of exponential growth. The adipogenic and osteogenic 
differetiation potential was demonstrated in all samples with typical growth profile and 
also in the sample A2 that demonstrated na atypical growth profile. 
Immunophenotyping identified a trend of decreasing expression of CD105 marker with 
increased cultivation time, that was more significant in samples A2 and A3. These two 
samples were characterized in the last passage as CD105-negative and were the only 
cultures that resulted in tumor formation in vivo. The transformation observed in those 
samples showed correlation with the frequency of identified changes, mainly through 
Pap tes at P3 and P9 (p<0.001); Gb at P3 (p<0.001); FISH at P3 and P9 (p<0.001); 
and also dependent of loss of the CD105 expression (𝑥2, p=0,949). Additionally, it was 
demonstrated that loss of CD105 expression is an important predictor of transformation 
in SC. These results demonstrate the feasibility of using these techniques for screening 
cultured cells as well as establisihing a system for determining the potential safety risks 
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O termo célula-tronco pode ser aplicado a um grupo consideravelmente 
diverso de células. Sem levar em consideração sua origem, apresentam duas 
propriedades primordiais: a capacidade de auto-renovação prolongada ou 
ilimitada, sob condições controladas; e o potencial de diferenciação numa 
variedade de tipos celulares especializados. Estas células têm origem ainda nos 
primeiros dias do desenvolvimento embrionário dos mamíferos porém, não estão 
confinadas aos tecidos embrionários, podendo ser encontradas em diversos 
tecidos adultos. Também estas células-tronco adultas podem dar origem a 
diferentes linhagens. Na presença dos sinais adequados, estas células podem 
ter sua diferenciação direcionada para vários tipos celulares especializados. 
A crescente caracterização e compreensão sobre propriedades 
biológicas tem aumentado sensivelmente a expectativa da efetiva utilização 
terapêutica. Potencialmente, o uso de células-tronco poderia contribuir no 
tratamento de doenças degenerativas e traumáticas, por meio da reposição 
celular, gênica ou mesmo na descoberta de novos fármacos. 
Neste contexto, as células-tronco obtidas de tecidos adultos têm 
recebido especial atenção, substituindo amplamente aquelas de origem 
embrionária. Isto se deve não apenas às questões éticas que envolvem a 
manipulação de embriões humanos, mas também aos aspectos próprios do 
potencial terapêutico das células-tronco adultas. 
Por razões históricas relacionadas ao tratamento das doenças 
hematológicas, o principal tecido adulto fonte de células-tronco ainda é a medula 
óssea. É notório, porém, o acúmulo literário de relatos do isolamento destas 
células a partir de diversos outros tecidos/órgãos, desde a derme até mesmo o 
tecido nervoso. Entre as várias fontes potenciais de células-tronco, inúmeros 
trabalhos têm demonstrado seu isolamento a partir do tecido adiposo. 
A relativa abundância e facilidade de obtenção de células-tronco a partir 
deste tecido aliadas aos resultados promissores obtidos em ensaios pré-clínicos, 
têm apontado o tecido adiposo como uma fonte ideal de células-tronco. 
Contudo, mesmo a partir do tecido adiposo, o montante de células-tronco 
obtidas não é habitualmente suficiente para a obtenção do efeito terapêutico 
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desejado, tornando necessária a expansão celular in vitro (cultivo celular). Esta 
expansão ocorre tanto para a obtenção de um número de células adequado 
quanto para comissionar seu desenvolvimento para uma linhagem celular 
específica. 
Infelizmente, o cultivo celular representa também o acréscimo de um 
fator de risco importante à utilização terapêutica dessas células, o de transplantar 
células com potencial maligno. Durante o período in vitro, é possível o acúmulo 
de uma diversidade de variações nas células a serem transplantadas, tanto em 
nível molecular quanto cromossômico. 
Estas modificações são prejudiciais, pois tanto podem comprometer o 
potencial de diferenciação, reduzindo a eficiência do transplante; como 
ocasionar a seleção de células com potencial proliferativo aumentado, uma vez 
que, várias dessas alterações são comuns a linhagens tumorais.  
Desta forma, o estudo do monitoramento, bem como da preservação da 
integridade genômica de células-tronco em cultivo, tornou-se fundamental para 
garantir níveis elevados de segurança e sucesso nas possíveis aplicações 
terapêuticas.  
Neste contexto, no presente trabalho são descritos os resultados obtidos 
na avaliação de cultivos de células-tronco derivadas do tecido adiposo por meio 
de diferentes técnicas de detecção de alterações celulares, visando contribuir 
com o estabelecimento de um algoritmo para a triagem de células-tronco 










O termo célula-tronco (CT) teve origem ainda no século XIX, em meio à 
discussão de importantes questões sobre o desenvolvimento embrionário. Define-se 
atualmente célula-tronco, essencialmente, como uma célula com capacidade de 
autorrenovação e de diferenciação teoricamente ilimitadas. Estas células têm origem 
nos primórdios do desenvolvimento embrionário e se mantém no organismo, 
possivelmente, por toda a vida adulta (RAMALHO-SANTOS, WILLENBRING, 2007; 
SALEM, THIEMERMANN, 2010). 
Hierarquicamente, as primeiras células formadas a partir da fertilização do 
ovócito II podem originar tanto as células dos folhetos/tecidos embrionários quanto 
às do trofoblasto. Esta condição se mantém no embrião humano até o estágio de 
quatro a oito células, as quais são classificadas como CTs totipotentes (LOVELL, 
MATHUR, 2004; SALEM, THIEMERMANN, 2010). 
Quando da evolução da mórula ao blastocisto, as células que passam a 
compor sua massa interna têm o potencial de originar os três tecidos embrionários 
ectoderma, mesoderma e endoderma; mas não mais as células do trofoblasto. 
Essas CTs são, portanto, “menos indiferenciadas” e por isso, classificadas como 
pluripotentes. Esta condição se mantém, aproximadamente, até o quinto dia após a 
fertilização. Em ambos os casos, essas células são denominadas também como CTs 
embrionárias (CTEs) (LOVELL, MATHUR, 2004; SALEM, THIEMERMANN, 2010). 
A formação dos tecidos embrionários ocorre por meio da especialização de 
CTEs pluripotentes da massa celular interna do blastocisto. Estas passam 
progressivamente a exibir aspectos morfológicos e/ou funcionais distintos. Contudo, 
ainda que mais especializadas que as CTEs pluripotentes, as células em cada um 
dos tecidos embrionários mantém elevada capacidade de diferenciação. Estas dão 
origem a todos os tipos celulares derivados do mesmo tecido embrionário, sendo 





Estas CTs multipotentes se mantém presentes mesmo nos tecidos/órgãos 
completamente formados. Nos tecidos de origem mesodérmica, tais CTs ocupam 
putativamente nichos específicos, sendo mantidas como uma fração das células 
subendoteliais denominadas pericitos. Tais CTs multipotentes adultas (CTAs) são 
também denominadas CTs mesenquimais (CTMs) (ODORICO et al., 2001; BRAILE, 
GODOY, 2005; HORWITZ et al., 2005; DA SILVA MEIRELLES et al., 2006; 
MIMEAULT, BATRA, 2006; CRISAN et al., 2008; DA SILVA MEIRELLES et al., 
2008; THIEMERMANN, 2010; STRIOGA et al., 2012). 
Os eventos biológicos envolvidos na manutenção dessa população celular, 
tais como a interação com seu microambiente e, sobretudo, os mecanismos de 
controle sobre sua proliferação e diferenciação, encontram-se ainda incipientemente 
caracterizados e, portanto, pouco compreendidos. Neste contexto, dois modelos de 
replicação, não mutuamente excludentes, se destacam: divisão simétrica e 
assimétrica. Estes modelos exibem diferentes implicações teóricas sobre a 
reposição e diferenciação celular, além do reparo dos tecidos, e são ainda foco de 
grande discussão (MORRISON, KIMBLE, 2006; DINGLI et al., 2007; ASHKENAZI et 
al., 2008). Estes aspectos têm especial relevância quando consideramos o cultivo de 
CTMs e por isso, serão abordados em tópico específico (seção 2.3.4). 
Ainda sob a ótica de hierarquia, há também CTAs caracterizadas como 
unipotentes. Derivadas das CTs multipotentes, distinguem-se destas por exibirem 
capacidade de diferenciação restrita a uma dada linhagem celular ou mesmo a um 
único tipo celular, à exemplo das CTAs da epiderme interfolicular (LOVELL, 
MATHUR, 2004; LAPOUGE, BLANPAIN, 2008). 
 
2.1.1 Células-tronco mesenquimais 
 
Originadas ainda na mesoderme do embrião, as CTMs persistem nos 
organismos adultos promovendo a manutenção e reposição dos diferentes tipos 
celulares que compõem o tecido, em especial quando da ocorrência de lesões 
(ODORICO et al., 2001; BRAILE, GODOY, 2005; DA SILVA MEIRELLES et al., 
2006; MIMEAULT, BATRA, 2006; CRISAN et al., 2008; DA SILVA MEIRELLES et 





Estas células foram isoladas ex vivo primeiramente por Friedenstein et al. 
(1968). A partir da medula óssea de Rattus, estes autores descreveram a obtenção 
de uma fração celular pouco abundante, não fagocítica, não hematopoética, 
fibroblastóide e com propriedade de adesão ao plástico.  
Nos anos seguintes, o mesmo grupo demonstrou também que essa fração 
celular exibia capacidade clonogênica e de diferenciação in vitro, formando 
estruturas compatíveis com os tecidos ósseo, cartilaginoso, adiposo, muscular, 
conjuntivo, além de um tecido de aspecto fibroso (FRIEDENSTEIN et al. 1970; 
1974). Apenas no início da década de 1990, o termo célula-tronco mesenquimal foi 
utilizado para designar essa fração celular (CAPLAN et al., 1991). 
Nas duas décadas que se seguiram, as CTMs se tornaram 
significativamente mais frequentes nas publicações sobre CTs, revelando a 
possibilidade de se isolar este tipo de CTA a partir de um número bastante 
diversificado de tecidos além da própria medula óssea, tais como placenta, sangue 
do cordão umbilical, geleia de Wharton, líquido amniótico, âmnio, tuba uterina, 
sangue venoso periférico, tecido adiposo, fígado, timo, baço, paratireoide, pâncreas, 
pulmão, polpa dental, periósteo, derme, músculo estriado esquelético (DE BARI et 
al., 2001; GRONTHOS et al., 2001; MINGUELL et al., 2001; YOUNG et al., 2001; HU 
et al., 2003; KRAMPERA et al., 2007; JAZEDJE et al., 2009; SHIH et al., 2009; 
MOSNA et al., 2010; LIZIER et al., 2012; STRIOGA et al., 2012).  
A diversidade de fontes potenciais para o isolamento de CTMs revelou 
também um importante questionamento: CTMs isoladas de tecidos adultos distintos 
seriam, de fato, iguais? Os trabalhos inclinados sobre tal questionamento, tanto 
aqueles investigando CTMs isoladas a partir de diferentes tecidos humanos quanto 
os com modelos animais, têm revelado a existência de significativa diferença entre 
essas células. Entre as diferenças relatadas, destacam-se aquelas envolvendo 
parâmetros imunofenotípicos, capacidade proliferativa e/ou potencial de 
diferenciação in vitro e também a eficiência em aplicações terapêuticas 
(GRONTHOS et al., 2001; 2002; PANEPUCCI et al., 2004; FESTY et al., 2005; 
IZADPANAH et al., 2006; 2008; KERN et al., 2006; KIM et al., 2007; NOËL et al., 





A evidente necessidade de padronização que se estabeleceu, motivou a 
Sociedade Internacional para a Terapia Celular (International Society for Cellular 
Therapy, ISCT) a estabelecer critérios mínimos para a caracterização das CTMs. 
São eles, (1) a aderência ao plástico em condições convencionais de cultivo; (2) a 
expressão dos marcadores (cluster differentiation, CD) CD29, CD44, CD71, CD73, 
CD90, CD105, CD106, CD166 e Stro-1 (≥95%, +) combinada à não expressão dos 
marcadores CD11b ou CD14, CD18, CD19 ou CD79α, CD31, CD34, CD40, CD45, 
CD56, CD80, CD86, complexo maior de histocompatibilidade classe II, 
principalmente HLA-DR (≤ 2%, +); e (3) a diferenciação em osteoblastos, adipócitos 
e condroblastos in vitro (DOMINICI et al., 2006; BARKHOLT et al., 2013). 
Contudo, a despeito das muitas fontes de CTMs já descritas, dois tecidos 
são majoritários nos relatos sobre CTMs: a medula óssea e o tecido adiposo. O 
volume de trabalhos sobre CTMs derivadas da medula óssea (CTMO) se justifica 
tanto em razão deste tecido ter sido o primeiro a partir do qual CTMs foram isoladas, 
quanto devido ao aprimoramento do tratamento das doenças hematológicas 
(FRIEDENSTEIN et al., 1968; SALEM, THIEMERMANN, 2009; TOLAR et al., 2010; 
STRIOGA et al., 2012). 
Quanto ao tecido adiposo, apesar de ter sido descrito como fonte de CTMs 
há apenas pouco mais de uma década (ZUK et al., 2001; 2002), as CTMs dele 
derivadas (CTMA) tornaram-se tão frequentes quanto as próprias CTMOs nas 
publicações atuais. Em várias destas, esse tecido chega a ser apontado como uma 
fonte ideal para o isolamento de CTMs, pela facilidade de obtenção de maior volume 
de tecido em comparação aos demais tecidos adultos; pelo fato de o procedimento 
para sua obtenção ser menos invasivo, podendo ser feito sob anestesia local e, por 
conseguinte, com menor desconforto ao doador (RODRIGUEZ et al., 2005; 
MEYERROSE et al., 2006; NOËL et al., 2008; GRIMES et al., 2009; MIZUNO, 2009; 
STRIOGA et al., 2012). 
 
2.1.1.1 Células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea 
O complexo microambiente envolvendo vasos sanguíneos, sinusóides e 
compartimentos hematopoiéticos que compõem a medula óssea vermelha contém 





estágios de diferenciação que passarão a compor o tecido sanguíneo; quanto por 
inúmeras células envolvidas na homeostase de todo este processo (SHIPANI, 
KRONENBERG, 2008). 
Este heterogêneo conjunto celular contém duas subpopulações de CTAs: as 
células-tronco hematopoéticas (CTHs) e as CTMOs. As CTHs dão origem às células 
do tecido sanguíneo e aos osteoclastos e podem, eventualmente, ser detectadas 
também no sangue periférico; já as CTMOs seriam tanto fonte dos fatores 
parácrinos, proteínas indutoras que, ao serem secretadas, estimulam a 
diferenciação ou proliferação das CTHs, quanto promoveriam a manutenção do 
microambiente medular. As CTMOs seriam responsáveis, portanto, pela homeostase 
da medula óssea (GUILBERT, 2000; HUSS et al., 2000; MINGUELL et al., 2001; 
STRAUER et al., 2002; COTTLER-FOX et al., 2003; LEE et al., 2004; SHIPANI, 
KRONENBERG, 2008). 
CTMOs representam entre 0,001% e 0,01% das células da medula, sendo 
esta variação associada à idade, gênero, presença de osteoporose e exposição à 
radiação ou quimioterapia. Quando do seu isolamento, CTMOs exibem rendimento 
entre 102 a 103 unidades formadoras de colônias (UFC) por grama de medula óssea 
coletada (STREM et al., 2005). 
CTMOs e CTHs podem ser distinguidas in vitro a partir de critérios 
morfológicos, associados ao cultivo celular; imunofenotípicos e/ou quanto ao 
potencial de diferenciação celular (REYES et al., 2001; STRAUER et al., 2002; 
COTTLER-FOX et al., 2003; LEE et al., 2004).  
Além dos marcadores que integram os critérios estabelecidos pela ISCT 
para a caracterização de CTMs, vários outros CDs têm sua expressão bem 
caracterizada em CTMOs, tais como CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49e, 
CD54, CD55, CD59, CD90, CD106, CD117, CD146, CD166 e STRO-1, para os 
quais as CTMOs são positivas (≥95%, +); e CD31 e CD49d, para os quais as 
CTMOs são negativas (≤2%, +) (STREM et al., 2005). 
Grande parte destes marcadores indicam uma maior expressão nas CTMOs, 
de genes cujos produtos são componentes extracelulares, como receptores da 





entanto, relatos também de que a distinção entre CTMOs e CTHs não seria tão 
evidente (OGAWA et al., 2006; KOIDE et al., 2007). 
Independentemente da questão referente à facilidade de distinção entre 
CTMOs e CTHs porém, a multipotencialidade, a praticidade do isolamento e cultivo, 
o alto potencial de expansão in vitro, somados à baixa imunogenicidade, tornaram 
as CTMOs ferramentas terapêuticas potenciais em inúmeras condições clínicas 
(SHIPANI, KRONENBERG, 2008; ACHILLE et al., 2011). 
 
2.1.1.2 Células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo 
O tecido adiposo tem ampla distribuição em um organismo adulto e também 
apresenta, à exemplo da medula óssea, população celular heterogênea. Os 
adipócitos maduros, células típicas do tecido, correspondem a mais de 90% do 
volume do tecido mas, ao mesmo tempo, a apenas 20 a 30% das suas células. O 
restante do tecido é formado por diferentes células, como células vasculares 
endoteliais, células precursoras endoteliais, pericitos, fibroblastos, macrófagos e 
também CTMAs (STREM et al., 2005; YOSHIMURA et al., 2006; SUGA et al., 2007; 
COOK, COWAN, 2008; ETO et al., 2009; LINDROOS et al., 2011; STRIOGA et al., 
2012). 
Quando isolada do tecido, este pool marcado pela diversidade celular, é 
denominada de fração vascular estromal (FVS). Nesta, as CTMAs correspondem a 
aproximadamente 30 a 40% das células (STREM et al., 2005; YOSHIMURA et al., 
2006; SUGA et al., 2007; COOK, COWAN, 2008; ETO et al., 2009; LINDROOS et 
al., 2011; STRIOGA et al., 2012). 
O isolamento e caracterização de CTMAs por Zuk et al. (2001), a partir do 
tecido adiposo desagregado por lipoaspiração, demonstrou a viabilidade da 
obtenção de CTMs por meio de um procedimento menos invasivo que aqueles 
utilizados para a obtenção de medula óssea ou outros tecidos adultos (RODRIGUEZ 
et al., 2005; MEYERROSE et al., 2006; NOËL et al., 2008; GRIMES et al., 2009; 
MIZUNO, 2009; STRIOGA et al., 2012).  
Nos anos seguintes, acumularam-se relatos que não apenas corroboraram a 
viabilidade demonstrada por Zuk et al. (2001), mas também evidenciaram muitas 





proliferação por períodos indefinidos in vitro, a multipotência e o perfil similar de 
expressão da maioria dos marcadores imunofenotípicos (>90%), indicando a 
possibilidade de as CTMAs se tornarem ferramentas terapêuticas tão ou mais 
interessantes que as CTMOs (MOORE et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2005; 
STREM et al., 2005; BOCHKOV et al., 2007; 2008; ZHANG et al., 2007; GRIMES et 
al., 2009; MIZUNO, 2009; STRIOGA et al., 2012; ONG et al., 2014). 
 
2.1.1.3 Diferenças entre CTMAs e CTMOs 
Diversos estudos comparativos entre CTMAs e CTMOs têm sido publicados, 
contendo grande diversidade de resultados, não raramente conflitantes. Há relatos 
de que as CTMAs mantém, por períodos mais longos de cultivo, menor taxa de 
senescência, maior taxa de proliferação (IZADPANAH et al., 2006; KERN et al., 
2006), maior potencial de diferenciação e maior estabilidade citogenética que as 
CTMOs (IZADPANAH et al., 2006). 
Também quanto aos potenciais de diferenciação há publicações relatando 
divergências. De Toni et al. (2011) por exemplo, relataram maiores taxas de 
diferenciação hematopoética in vitro e in vivo a partir de CTMAs que de CTMOs. 
CTMAs também têm sido caracterizadas com maior potencial de diferenciação 
adipogênica (SAKAGUCHI et al., 2005; PACHÓN-PEÑA et al., 2011) e menor 
potencial de diferenciação osteogênica e condrogênica (SAKAGUCHI et al., 2005; 
BOCHEV et al., 2008; NOËL et al., 2008) que CTMOs. Contudo, há também número 
significativo de publicações nas quais os potenciais adipogênico (KERN et al., 2006; 
BOCHEV et al., 2008; NOËL et al., 2008), osteogênico (KERN et al., 2006; 
PACHÓN-PEÑA et al., 2011) e condrogênico (KERN et al., 2006) não exibiram 
diferença.  
Ainda sobre diferenciação, Zhu et al. (2009) e Lindroos et al. (2011) 
relataram a ocorrência de influência do gênero e idade do doador sobre o potencial 
de CTMAs, mas não sobre o de CTMOs. Amostras de doadores masculinos 
apresentaram maior potencial de diferenciação osteogênica que as de origem 
feminina (LINDROOS et al., 2011); as quais também apresentaram redução 
significativa do potencial de diferenciação com o aumento da idade da doadora, não 





Outro foco de constante investigação quanto à distinção entre CTMAs e 
CTMOs é o perfil imunofenotípico. Neste contexto também há resultados 
controversos (STRIOGA et al., 2012), sendo os marcadores CD34, CD49d, CD49f, 
CD54, CD106 e STRO-1 os mais frequentemente apontados como diferenciais entre 
essas CTMs, como indicado na Tabela 1. 
 
 
TABELA 1 –  VARIAÇÕES DO PERFIL DE EXPRESSÃO DE MARCADORES 
IMUNOFENOTÍPICOS ENTRE CTMA E CTMO. 
 
Marcador CTMA CTMO Referência 
CD34 
+ → <+ - Mitchel et al. (2006), Mosna et al. (2010), Maumus et al. (2011) 
- - Zuk et al. (2002), Yañez et al. (2006) 
CD49d + ou ++ - Noël et al. (2008) 
CD49f <+ + ou ++ Pachón-Peña et al., 2011 
CD54 ++ + Yañez et al. (2006) 
CD106 - + Noël et al. (2008) 
STRO-1 <+ ou + + Rada et al. (2011) 
Legenda: -, não expresso; <+, fracamente expresso; +, moderadamente expresso; ++, fortemente 
expresso; + → <+, moderadamente expresso ao isolamento, exibindo redução durante o cultivo. 
 
 
Com resultados menos controversos, mas ainda dependente de 
caracterização mais precisa, encontram-se os perfis proteômico e de transcriptoma 
de CTMAs e CTMOs. Há relatos reportando a ocorrência de níveis de expressão 
diferencial de aproximadamente 10% dos genes, contudo, apenas 3,4% podendo ser 
considerados CTMA- ou CTMO-específicos (IZADPANAH et al., 2006; PARK et al., 
2007; NOËL et al., 2008). Tais divergências se caracterizam, provavelmente, como a 
base da diferença observada também em propriedades imunomodulatórias dessas 
células (IVANOVA-TODOROVA et al., 2009). 
 
 
2.2 TERAPIA CELULAR 
 
Com primórdios ainda na primeira metade do século XX, nos trabalhos 





desse século que “terapia celular” e “célula-tronco” tornaram-se praticamente 
sinônimos (LEFRÈRE, BERCHE, 2010; MERCHANT, TAN, 2013). 
Idealmente, CTs seriam utilizadas em terapias a partir do controle sobre sua 
diferenciação in vitro. Ao direcioná-la a um tecido específico, seria possível após seu 
transplante, promover a reposição e/ou reparo de um tecido lesado. Virtualmente 
seria possível recuperar qualquer tipo de tecido, fosse o muscular, como no 
tratamento de insuficiência cardíaca e/ou infarto; endócrino, no tratamento do 
diabetes; ou mesmo neurológico, como no tratamento da doença de Parkinson e/ou 
de lesões da medula espinhal (BRAILE, GODOY, 2005; MIMEAULT, BATRA, 2006). 
Neste contexto, as CTEs foram as primeiras CTs apontadas como alvos 
potenciais para a terapia celular, em especial, pela possibilidade virtual de se 
manipular células em estágio toti/pluripotente. Contudo, apesar de ainda se 
caracterizarem como ferramentas ideais, senão únicas, ao estudo dos estágios 
iniciais do desenvolvimento humano, em terapia celular, CTEs foram amplamente 
substituídas por CTAs, principalmente por CTMs (RODRIGUEZ et al., 2005; 
BOCHKOV et al., 2007; 2008; BUYANOVSKAYA et al., 2009; GRIMES et al., 2009). 
Esta substituição resultou não apenas das muitas questões éticas que 
envolvem a manipulação de embriões humanos, mas também da caracterização de 
aspectos das CTMs que indicaram um elevado potencial terapêutico. Entre estes 
aspectos, destacaram-se: (1) a possibilidade de se obter CTMs, virtualmente, de 
qualquer tecido do próprio paciente; por conseguinte, (2) a vantagem inerente ao 
transplante autólogo; (3) a possibilidade de se obter quantitativo celular compatível 
com o efeito terapêutico almejado, por meio do cultivo celular; e (4) a possibilidade 
de indução da diferenciação ou mesmo transdiferenciação das CTMs em tipos 
celulares especializados (OSWALD et al., 2004; SHIM et al., 2004; DEZAWA et al., 
2005; RODRIGUEZ et al., 2005; SATO et al., 2005; JEON et al., 2006; TIMPER et 
al., 2006; BOCHKOV et al., 2007; KRAMPERA et al., 2007; PĂUNESCU et al., 2007; 
ANGHILERI et al., 2008; BOCHKOV et al., 2008; KUO, TUAN, 2008; AURICH et al., 
2009; BUYANOVSKAYA et al., 2009; GRIMES et al., 2009; MIZUNO, 2009; 







2.2.1 CTMs em terapia celular 
 
Além dos aspectos destacados anteriormente, o predomínio de CTMs nos 
estudos das potenciais aplicações terapêuticas de CTs tem respaldo também na 
identificação de importantes propriedades clínicas, como a mobilização preferencial 
destas para os sítios de lesões nos tecidos, sua capacidade imunomodulatória e 
baixa imunogenicidade (FANG et al., 2007; KIM et al., 2007; VANIKAR et al., 2010; 
SOMOZOA, RUBIO, 2012; STRIOGA et al., 2012; WANG et al., 2012; BARKHOLT 
et al., 2013).  
Esta combinação de fatores possibilitou que muitos estudos ultrapassassem 
a fase pré-clínica, chegando às fases clínicas I/II e II/III. Como exemplo, o 
levantamento feito por Roemeling-van Rhijn et al. (2013a) identificou na base de 
dados “ClinicalTrials.gov” do Instituto Nacional de Saúde do Governo dos Estados 
Unidos da América, no mês de Abril de 2013, o registro de mais de trezentos 
estudos nos quais CTMs seriam administradas a pacientes. 
Em meio às diferentes possibilidades de fontes de CTMs, as CTMOs e 
CTMAs são que exibem o potencial terapêutico melhor caracterizado até o momento 
(WANG et al., 2006; FANG et al., 2007; KIM et al., 2007; VANIKAR et al., 2010; 
STRIOGA et al., 2012; BARKHOLT et al., 2013). 
 
2.2.1.1 CTMOs em terapia celular 
CTMOs são ainda as CTMs com a mais detalhada caracterização da 
segurança clínica e do potencial terapêutico em diferentes doenças. Em especial, 
quanto aos estudos em modelos animais, há um numeroso registro em diferentes 
organismos-modelo, além de um espectro amplo de índices de morbidade e/ou 
mortalidade das doenças-alvo (WANG et al., 2006; SHIPANI, KRONENBERG, 2008; 
TONTI et al., 2008; JEONG et al., 2011; STRIOGA et al., 2012). 
Dentre os modelos animais, destacam-se quantitativamente os estudos em 
murinos (Mus e Rattus) (ORTIZ et al., 2003; TÖGEL et al., 2005; GUPTA et al., 
2007; KIM et al., 2011; MABUCHI et al., 2013), mas estudos em animais de maior 





cães (SILVA et al., 2005;), porcos (PRICE et al., 2006; CHANG et al., 2008), cabras 
(MURPHY et al., 2003) a símios (BARTHOLOMEW et al., 2002; LIU et al., 2006). 
Quanto às doenças-alvo, também em modelos animais, os estudos 
apresentam condições clínicas com diferentes graus de morbidade e/ou mortalidade, 
permitindo identificar ensaios no tratamento tanto de doenças com baixa morbidade, 
à exemplo da incontinência urinária (KIM et al., 2011) e disfunção erétil 
(BIVALACQUA et al., 2007); quanto condições clínicas com elevada morbidade e/ou 
mortalidade, como queimaduras profundas (FU et al., 2006) e traumatismo crânio-
encefálico (MAHMOOD et al., 2003). 
O amplo registro de resultados promissores torna as CTMOs as CTs mais 
frequentes nos estudos em fase clínica. Em consulta à base de dados 
“ClinicalTrials.gov” do Instituto Nacional de Saúde do Governo dos Estados Unidos 
da América, em Fevereiro de 2014, foi identificado o registro de mais de 700 estudos 
com CTMOs, apenas em fase de recrutamento de pacientes. Estes estudos estão 
distribuídos principalmente entre América do Norte (465), Europa (138) e Ásia 
Oriental (57) (NIH, 2014a). 
 
2.2.1.2 CTMAs em terapia celular 
Assim como para as CTMOs, o efeito terapêutico e a segurança clínica do 
uso de CTMAs no tratamento de diferentes doenças também é alvo de ampla 
investigação; também exibindo grande diversidade de organismos-modelos e de 
correlação entre a doença-alvo e a morbidade e/ou a mortalidade (BOCHKOV et al., 
2008; BUYANOVSKAYA et al., 2009; GIMBLE et al., 2010; STRIOGA et al., 2012). 
Entre os modelos animais, os estudos também incluem principalmente 
murinos (Mus e Rattus) (COWAN et al., 2004; MOON et al., 2006; CHANDRA et al., 
2009; CHEN et al., 2011), mas estudos em animais de maior parte também são 
relatados, como coelhos (ZHANG et al., 2007), cães (BLACK et al., 2008), ovelhas 
(HALBERSTADT et al., 2002), porcos (VALINA et al., 2007) e equinos (NIXON et al., 
2008). 
Da mesma forma, o espectro das doenças é tão amplo quanto aquele dos 
estudos com CTMOs, incluindo condições clínicas com baixa morbidade relativa, 





2011), até condições com alta morbidade e/ou mortalidade, tal como no acidente 
vascular cerebral hemorrágico (KIM et al., 2007) e lesões de medula (RYU et al., 
2009). 
Mesmo exibindo um registro histórico menor que o de CTMOs, atualmente 
os estudos em fase clínica utilizando CTMAs também são numerosos. Em consulta à 
mesma base de dados “ClinicalTrials.gov”, também em Fevereiro de 2014, foi 
identificado o registro de 65 estudos de aplicações terapêuticas de CTMAs, também 
em fase de recrutamento, distribuídos principalmente entre América do Norte (27), 
Europa (21) e Ásia Oriental (11) (NIH, 2014b). 
 
 
2.3 A RELAÇÃO CT vs. CÂNCER 
 
Contrapondo-se às muitas publicações sobre as potenciais aplicações 
terapêuticas de CTs, nos últimos anos têm-se acumulado também relatos 
descrevendo o risco de estas células exibirem transformação in vitro. A 
transformação seria o resultado de falhas na homeostase dos processos de divisão 
e/ou manutenção do status indiferenciado e/ou ainda, devido ao acúmulo de 
alterações genéticas durante o cultivo (BUZZARD et al., 2004; MAITRA et al., 2005; 
BOCHKOV et al., 2007; FORONI et al., 2007; BOCHKOV et al., 2008; CATALINA et 
al., 2008; MEZA-ZEPEDA et al., 2008; BERNARDO et al., 2009; BLUM, BENVEISTY 
2009; RØSLAND et al., 2009; SIEBZEHNRUBL et al., 2009; MOHRIN et al., 2010; 
JEONG et al., 2011; STRIOGA et al., 2012; MANDEL et al., 2013).  
Estes temas têm-se mostrado significativamente mais frequentes na 
literatura sobre CTs, contudo, não há até o momento, consenso sobre seus fatores 
causais, sobre a possibilidade de se minimizar esse risco ou mesmo de como atestar 
a segurança do uso de uma amostra em particular de CTs, independentemente 
destas serem CTAs/CTMs, CTEs, cultivadas ou não (SHAHDADFAR et al., 2005; 
IMREH et al., 2006; LANGE et al., 2007; TOLAR et al., 2007; CATALINA et al., 2008; 
DAHL et al., 2008; BOCHKOV et al., 2009; DE LA FUENTE et al., 2010; GARCIA et 
al., 2010; MAAS et al., 2010; STEPHENSON et al., 2010; TARTE et al., 2010; 





al., 2012; DUAILIBI et al., 2012; ESTRADA et al., 2012; FUNK et al., 2012; 
HARRISON, 2012; MARTINS-TAYLOR, XU, 2012; MUNTIÓN et al., 2012; 
SENSEBÉ et al., 2012;  UEYAMA et al., 2012; BARKHOLT et al., 2013). 
 
2.3.1 A questão do cultivo de CTs 
 
O cultivo celular é uma condição essencial para a quase totalidade das 
potenciais aplicações terapêuticas de CTs. Isto decorre do fato de que, mesmo nos 
tecidos com alto rendimento relativo, à exemplo do tecido adiposo, a quantidade de 
CTAs que se pode isolar é, habitualmente, insuficiente para a promoção do efeito 
terapêutico desejado. Adicionalmente, há fatores que podem tornar o rendimento 
ainda menor, como o tecido selecionado como fonte de CTAs e condições 
fisiológicas particulares do organismo doador, como a presença de outras patologias 
ou idade avançada (PUISSANT et al., 2005; BUYANOVSKAYA et al., 2009; 
GARCIA-OLMO et al., 2009; GRIMES et al., 2009; SPIROPOULOS et al., 2011; VAN 
DER SPOEL et al., 2011; DUAILIBI et al., 2012; BENTIVEGNA et al., 2013; 
ROEMELING-VAN RHIJN et al., 2013a). 
O cultivo de células animais se tornou possível ainda nas primeiras décadas 
do século XX, a partir dos trabalhos pioneiros de Ross Granville Harrison e Alexis 
Carrel. Seus muitos sucessores desenvolveram e aprimoraram métodos que 
tornaram a prática de se cultivar células animais, isoladas de diferente tecidos e/ou 
organismos, humanos ou não, uma prática comum em pesquisa (DOYLE et al., 
1998; ALVES, GUIMARÃES, 2010; MERCHAN, TAN, 2013). 
O objetivo, a priori, no cultivo de determinado tipo celular é aumentar o seu 
número, sem que as células formadas exibam divergência da ou das células 
utilizadas para se iniciar o cultivo. Para tanto, as células a serem cultivadas são 
dispostas em um meio no qual tenta-se mimetizar as condições fisiológicas do tecido 
e/ou organismo de origem. Neste contexto, tanto o conhecimento incompleto sobre 
as condições fisiológicas de origem, quanto a dificuldade em mimetizar condições 
específicas conhecidas, à exemplo da arquitetura tridimensional do tecido, 






Diante da diversidade e complexidade destes fatores, foram desenvolvidos 
diferentes métodos para o cultivo de CTAs. Particularmente no cultivo de CTMs, os 
métodos se assemelham quanto à deposição das células em frascos de paredes 
plásticas contendo uma solução nutriente – o “meio de cultivo” propriamente dito –, 
mas que pode apresentar diferentes formulações e denominações; e também quanto 
fato deste meio ser suplementado com soro, frequentemente heterólogo, e/ou com 
fatores de crescimento específicos (SHAHDADFAR et al., 2005; ESLAMINEJAD et 
al., 2009). 
O cultivo de CTs é etapa obrigatória nos estudos com o objetivo de 
caracterização de seus potenciais de autorrenovação e/ou de diferenciação in vitro. 
Teoricamente, uma vez que estes potenciais fossem adequadamente conhecidos, 
seria possível tanto a obtenção de elevado quantitativos de CTs quanto sua 
diferenciação em qualquer tecido. Neste contexto, tal qual a diversidade de fontes de 
CTs e métodos de cultivo, são os resultados descritos nesses estudos (DE BARI et 
al., 2001; SIMONSEN et al., 2002; ZIMMERMANN et al., 2003; OSWALD et al., 
2004; SHIM et al., 2004; DEZAWA et al., 2005; MAITRA et al., 2005; MOORE, 
CAMPBELL, 2005; SATO et al., 2005; SHAHDADFAR et al., 2005; IMREH et al., 
2006; JEON et al., 2006; LIU et al., 2006; TIMPER et al., 2006; BERNARDO et al., 
2007b; BOCHKOV et al., 2007; FORONI et al., 2007; KRAMPERA et al., 2007; 
LANGE et al., 2007; PĂUNESCU et al., 2007; TOLAR et al., 2007; ZHANG et al., 
2007; ANGHILERI et al., 2008; BOCHKOV et al., 2008; CATALINA et al., 2008; 
CHOUMERIANOU et al., 2008; DAHL et al., 2008; IZADPANAH et al., 2008; KUO, 
TUAN, 2008; TONTI, MANNELLO, 2008; AURICH et al., 2009; BLUM, 
BENVENISTY, 2009; BUYANOVSKAYA et al., 2009; GRIMES et al., 2009; 
RØSLAND et al., 2009; SIEBZEHNRUBL et al., 2009; MAAS et al., 2010; TARTE et 
al., 2010; BEN-DAVID et al., 2011; CRESPO-DIAS et al., 2011; GRUENLOH et al., 
2011; IRIODA et al., 2011; RA et al., 2011; BEN-DAVID et al., 2012; DUAILIBI et al., 
2012; HARRISON, 2012; UEYAMA et al., 2012; BENTIVEGNA et al., 2013; 
BORGHESI et al., 2013; MANDEL et al., 2013; OTTE et al., 2013; ROEMELING-
VAN et al., 2013). 
Em um grande número de publicações da última década, as CTs cultivadas 





qualquer modificação. Nestas publicações há uma significativa variedade de fontes 
de CTs, tais como CTEs e CTMs isoladas de diferentes tecidos; bem como 
diferentes períodos de cultivo e parâmetros de análise. Dentre os parâmetros, são 
frequentes as avaliações do perfil imunofenotípico, do cariótipo e/ou do genoma, da 
expressão de genes e/ou atividade enzimática específicos, os perfis proliferativo e 
de diferenciação e, eventualmente, também de transdiferenciação e tumorigênese in 
vivo (DE BARI et al., 2001; OSWALD et al., 2004; SHIM et al., 2004; DEZAWA et al., 
2005; SATO et al., 2005; JEON et al., 2006; LIU et al., 2006; TIMPER et al., 2006; 
BERNARDO et al., 2007b; FORONI et al., 2007; KRAMPERA et al., 2007; LANGE et 
al., 2007; PĂUNESCU et al., 2007; ZHANG et al., 2007; ANGHILERI et al., 2008; 
CHOUMERIANOU et al., 2008; KUO, TUAN, 2008; AURICH et al., 2009; CRESPO-
DIAS et al., 2011; GRUENLOH et al., 2011; RA et al., 2011; OTTE et al., 2013). 
Curiosamente, nesta mesma década e com a mesma diversidade de fontes 
de CTs, períodos de cultivo e/ou parâmetros de análise, também há um grande 
volume de relatos descrevendo a identificação de diversificadas alterações nesses 
cultivos. Estas compreendem desde alterações genéticas, como a amplificação ou 
deleção de loci, mudanças no padrão de metilação, na estrutura e/ou número de 
cromossomos; até alterações fenotípicas, como a expressão de enzimas e/ou CDs, 
no perfil proliferativo, o potencial de diferenciação e/ou mesmo a morfologia 
(SIMONSEN et al., 2002; ZIMMERMANN et al., 2003; MAITRA et al., 2005; MOORE, 
CAMPBELL, 2005; SHAHDADFAR et al., 2005; IMREH et al., 2006; BOCHKOV et 
al., 2007; TOLAR et al., 2007; BOCHKOV et al., 2008; CATALINA et al., 2008; DAHL 
et al., 2008; IZADPANAH et al., 2008; TONTI, MANNELLO, 2008; BLUM, 
BENVENISTY, 2009; BUYANOVSKAYA et al., 2009; GRIMES et al., 2009; 
RØSLAND et al., 2009; SIEBZEHNRUBL et al., 2009; MAAS et al., 2010; TARTE et 
al., 2010; BEN-DAVID et al., 2011; IRIODA et al., 2011; BEN-DAVID et al., 2012; 
DUAILIBI et al., 2012; HARRISON, 2012; UEYAMA et al., 2012;  BENTIVEGNA et 
al., 2013; BORGHESI et al., 2013; MANDEL et al., 2013; ROEMELING-VAN et al., 
2013). 
A identificação dessas alterações nos cultivos de CTs, sobretudo naqueles 
destinados a aplicações terapêuticas, revela a existência de um risco ainda não 





Este risco se estabelece em razão de várias alterações relatadas nos cultivos de 
CTs terem sido originalmente caracterizadas como marcadores típicos de células 
tumorais (BURNS et al., 2005; MAITRA et al., 2005; CLARKE, FULLER, 2006; 
IMREH et al., 2006; TOLAR et al., 2007; BOCHKOV et al., 2008; BOVERI, 2008; 
CATALINA et al., 2008; CHOUMERIANOU et al., 2008; DAHL et al., 2008; GRIMES 
et al., 2009; RØSLAND et al., 2009; SIEBZEHNRUBL et al., 2009; MOHRIN et al., 
2010;  STEPHENSON et al., 2010; TORSVIK et al., 2010; BEN-DAVID et al., 2011; 
FANG, ZHANG, 2011; JEONG et al., 2011; IRIODA et al., 2011; BEN-DAVID et al., 
2012; DUAILIBI et al., 2012; HARRISON, 2012; QUAIL et al., 2012; BARKHOLT et 
al., 2013; BENTIVEGNA et al., 2013; BORGHESI et al., 2013). 
Uma parcela das publicações sobre cultivos de CTs relata não apenas a 
identificação de alterações in vitro, mas também a avaliação do potencial 
tumorigênico dessas amostras in vivo, por meio do seu transplante para modelos 
animais. Esses estudos também contém significativa diversidade quanto aos 
métodos utilizados, tanto em função da fonte de CTs, do período e condições de 
cultivo quanto do animal transplantado, se imunodeficiente ou não. Da mesma 
forma, os resultados obtidos nesses estudos são sensivelmente divergentes. 
Enquanto publicações como as de Tolar et al. (2007), Djojosubroto et al. 
(2009), Siebzehnrubl et al. (2009) e Jeong et al. (2011) relatam a formação de 
tumores in vivo a partir da maioria ou totalidade dos cultivos de CTs identificados 
com alterações cromossômicas e/ou moleculares; os trabalhos de Tarte et al. (2010), 
Roemeling-van Rhijn et al. (2013) e Wang et al. (2013b) relatam a detecção de 
alterações similares nos cultivos, mas sem a formação de tumores in vivo. 
Atestando a complexidade e consequente dificuldade para o estudo do tema 
“transformação/potencial tumorigênico(a) do cultivo de CTs”, destacam-se ainda 
publicações que relataram a identificação de alterações e transformações dos 
cultivos, demonstradas inclusive pela formação de tumores in vivo; mas que 
posteriormente foram retratadas, atribuindo-se a transformação “observada” a 
contaminações dos cultivos por linhagens celulares reconhecidamente tumorais. 
Enquadram-se nesta condição os trabalhos de Rubio et al. (2005) e Røsland et al. 






2.3.2 Intervenções nos cultivos visando a redução da ocorrência de alterações 
 
Considerando a transformação celular um dos resultados possíveis da falha 
na homeostase da proliferação e/ou diferenciação celular, e que esta falha pode 
decorrer de alterações induzidas por fatores do ambiente celular, há também um 
número significativo de publicações nas quais foi avaliada a putativa influência de 
fatores específicos e outras que descrevem modificações dos 
parâmetros/componentes habituais de cultivo e seus efeitos sobre a ocorrência de 
alterações (ANDREWS, 2002; BUZZARD et al., 2004; MAITRA et al., 2005; 
CLARKE, FULLER, 2006; SOTIROPOULOU et al., 2006; BERNARDO et al., 2007b; 
FORONI et al., 2007; CATALINA et al., 2008; MEZA-ZEPEDA et al., 2008; 
BERNARDO et al., 2009; BLUM, BENVEISTY 2009; RØSLAND et al., 2009; 
SIEBZEHNRUBL et al., 2009; MOHRIN et al., 2010; JEONG et al., 2011; GREAVES, 
MALEY, 2012; STRIOGA et al., 2012; MANDEL et al., 2013). 
Um dos componentes cuja modificação é mais frequente é o soro utilizado 
na suplementação do meio de cultivo. Habitualmente de origem heteróloga, a 
motivação para sua substituição decorre não apenas da putativa contribuição à 
ocorrência de alteração celular, mas também devido ao risco potencial da 
transmissão de príons e/ou zoonoses pouco conhecidas ou ainda da indução de 
reação imunológica. Neste intuito, há relatos nos quais o soro heterólogo foi 
substituído por soro autólogo ou alogênico; e também da utilização de meio de 
cultivo suplementado com fatores de crescimento específicos ao invés de soro 
(BERNARDO et al., 2009; STRIOGA et al., 2013). 
Até o presente o momento, os relatos indicam a obtenção de resultados 
similares para os cultivos de CTs nessas diferentes condições, tanto em relação aos 
parâmetros morfológicos e imunofenotípicos, quanto em relação à capacidade 
proliferativa e de diferenciação (SHAHDADFAR et al., 2005; MÜLLER et al., 2006; 
BERNARDO et al., 2007a; FANG et al., 2007; MESIMÄKI et al., 2009; PÉREZ-
ILZARBE et al., 2009; VON BONIN et al., 2009; LINDROOS et al., 2010; VANIKAR 
et al., 2010; BONNAMAIN et al., 2013; DEMERDASH et al., 2013; CHEN et al., 





relevância para a expressão diferencial de genes em CTs cultivadas com SFB ou 
autólogo humano, identificada por Shahdadfar et al. (2005) e Lindroos et al. (2010) 
Outro fator cuja potencial influência sobre a ocorrência de alterações nas 
células do cultivo tem sido frequentemente investigado é a tensão de oxigênio. Sua 
relevância seria decorrente do fato de o material genético ser significativamente 
sensível a danos oxidativos. A análise dos resultados dos estudos comparativos 
entre cultivos de CTs em condições de hipóxia ([O2] ≤5%) e convencionais de cultivo 
([O2] ≅20%), indicam efeitos evidentes sobre o metabolismo mitocondrial de 
carboidratos e aminoácidos (HOLZWARTH et al., 2010; FAN et al., 2011; 
FORRISTAL et al., 2013; ROEMELING-VAN RHIJN et al., 2013b; CHRISTENSEN et 
al., 2014). 
Quanto aos aspectos morfológicos, imunofenotípicos e/ou os potenciais de 
proliferação e diferenciação dos cultivos, os relatos envolvendo variações na tensão 
de oxigênio são ainda controversos. Enquanto os trabalhos de Duguez et al. (2012), 
Oliveira et al. (2012), Bath et al. (2013) e Berniakovich e Giorgio (2013) relataram o 
favorecimento do status indiferenciado e baixa proliferação celular em condições de 
hipóxia; os trabalhos de Knuth et al. (2013), Liu et al. (2013) e Chung et al. (2014) 
descreveram maiores taxas de diferenciação e expressão de genes associados à 
diferenciação, nas mesmas condições de hipóxia.  
Curiosamente, Yamamoto et al. (2013) relataram a manutenção do status 
indiferenciado combinada ao aumento na proliferação de CTMAs quando cultivadas 
em hipóxia. Neste controverso contexto, há aparente consenso quanto ao fato de 
que a manutenção da tensão de oxigênio em valor inferior ou igual a 5% nos 
cultivos, possibilitaria mimetizar mais adequadamente as condições fisiológicas de 
origem, em especial das CTAs, favorecendo seu metabolismo natural, do qual fazem 
parte diversos mecanismos de reparos do material genético (HOLZWARTH et al., 
2010; BASCIANO et al., 2011; FAN et al., 2011; DUGUEZ et al., 2012; ESTRADA et 
al., 2012; OLIVEIRA et al., 2012; BATH et al., 2013; BERNIAKOVICH, GIORGIO, 
2013; FORRISTAL et al. 2013; ROEMELING-VAN RHIJN et al., 2013b; 
CHRISTENSEN et al., 2014). 
Há também publicações indicando a potencial influência de outros fatores do 





densidade indicados como os mais propensos à acumularem alterações 
(DJOJOSUBROTO et al., 2009). 
 
2.3.3 Consensos sobre o cultivo de CTs 
 
Em face à diversidade e relativa controvérsia das informações disponíveis 
sobre os cultivos de CTs, poucos aspectos se mostram consensuais. Um destes, 
seguramente incontestável, é a necessidade de se aplicar princípios de boas 
práticas laboratoriais em todas as etapas do estudo, desde a obtenção da amostra à 
avaliação dos transplantes realizados (HARTUNG et al., 2002; COECKE et al., 2005; 
DE LA FUENTE et al., 2010; GARCIA et al., 2010; TORSVIK et al., 2010; 
BARKHOLT et al., 2013). 
Também há concordância quanto ao conceito de que condições fisiológicas 
e/ou de cultivo “estressantes” podem se configurar fatores causais de alterações. 
Contudo, o detalhamento das condições que poderiam ser caracterizadas como 
estressantes não é consensual. Isto torna mandatória a documentação detalhada 
dos parâmetros utilizados nos cultivos, sobretudo nos casos nos quais forem 
identificadas alterações (STRIOGA et al., 2012; BARKHOLT et al., 2013). 
Outro aspecto consensual, especialmente para os cultivos de CTAs, é o fato 
de que os procedimentos para seu isolamento do tecido, fornecem uma população 
heterogênea, mesmo após o período de adesão aos frasco de cultivo. Esta 
população seria formada tanto por CTMs e sua progênie, quanto possivelmente por 
células senescentes. Neste conjunto podem ter lugar células com diferentes 
potenciais para o desenvolvimento de alterações e, eventualmente, mesmo células 
já portando alterações, as quais poderão se tornar mais numerosas no cultivo 
(STRIOGA et al., 2012; BARKHOLT et al., 2013). 
Adicionalmente, no contexto em que a identificação de alterações em um 
cultivo, per si, não é determinante da sua malignidade in vivo, outro aspecto 
consensual é a necessidade do estabelecimento de métodos que permitam 
monitorar eficientemente os cultivos e revelar informações que possam contribuir 
com o entendimento da relação entre tipos de alterações e seu potencial 





et al., 2009; TARTE et al., 2010; JEONG et al., 2011; STRIOGA et al., 2012; 
ROEMELING-VAN RHIJN et al., 2013b; WANG et al., 2013; BARKHOLT et al., 
2013). 
 
2.3.4 Questões teórico-práticas sobre a divisão celular de CTs 
 
A manutenção da população de CTs em um tecido adulto, em termos 
quantitativos, é descrita por meio de dois modelos teóricos sobre a divisão destas 
células: o de divisão celular assimétrica e o de divisão simétrica. Simplificadamente, 
ao se dividir assimetricamente, uma CTM forma uma nova CTM e uma célula 
precursora; enquanto ao se dividir simetricamente, uma CTM forma duas CTMs ou 
duas células precursoras (MORRISON, KIMBLE, 2006; SHAHRIYARI, KOMAROVA, 
2013). 
Em princípio, o modelo de divisão assimétrica poderia garantir a existência 
de um pool constante de CTM no tecido; contudo, não é compatível com o aumento 
do número destas células, fato observado quando da ocorrência de uma lesão no 
tecido. Este aumento pode ser explicado apenas na ocorrência de divisões 
simétricas (HORMOZ, 2013; SHAHRIYARI, KOMAROVA, 2013). 
Outra diferença entre os modelos, e provavelmente a mais relevante, é o 
nível onde se dá o controle homeostático entre diferenciação e proliferação. Mesmo 
que resultante certamente da interação entre fatores do microambiente celular e 
outros intrínsecos às próprias CTM, assume-se no modelo assimétrico que o 
controle ocorre no nível individual celular, sendo cada CTM responsável por “decidir” 
o momento da divisão. Já, no modelo simétrico, o controle exibiria mecanismos mais 
determinantes no nível populacional que individual (SHAHRIYARI, KOMAROVA, 
2013). 
Ambos os modelos têm demonstrações experimentais que lhes dão 
respaldo, mesmo apresentando, à exemplo de outros temas já descritos neste 
trabalho, relatos controversos. Considera-se hoje que os dois modelos não são 
mutuamente excludentes, coexistindo ambos os tipos de divisões nas populações de 





distintas (WERNER et al., 2011; HORMOZ, 2013; SHAHRIYARI, KOMAROVA, 2013; 
WERNER et al., 2013). 
Desta forma, acrescenta-se à heterogeneidade da população de CTMs 
obtida no isolamento, já descrita em seção anterior, a possibilidade de que estas 
células apresentem distintos padrões de homeostase da sua proliferação in vitro. A 
princípio, este fato não teria efeitos sobre a probabilidade de uma célula adquirir 
uma alteração, mas certamente teria implicações sobre a probabilidade de 
permanência desta célula no cultivo e portanto, sobre o acúmulo de alterações 
(ASHKENAZI et al., 2008; WERNER et al., 2011; SHAHRIYARI, KOMAROVA, 2013; 
WERNER et al., 2013;). 
Há vários trabalhos teóricos explorando os possíveis efeitos do predomínio 
de um tipo ou outro de divisão nos cultivos, e de que forma e em qual intensidade 
que poderiam interferir na probabilidade do acúmulo de alterações em uma dada 
progênie celular. Porém, até o momento, não há dados experimentais suficientes 
corroborando, ou mesmo contrariando essas simulações, devendo este tema se 
tornar ainda mais frequente na literatura sobre o cultivo de CTs (ASHKENAZI et al., 
2008; WERNER et al., 2011; SHAHRIYARI, KOMAROVA, 2013; WERNER et al., 
2013). 
 
2.3.5 Células-tronco do câncer? 
 
Outro fator motivador de debate na literatura sobre células-tronco e câncer é 
a caracterização de que em muitos tumores, principalmente os sólidos, apenas uma 
fração celular tem a capacidade de promover sua manutenção e propagação, bem 
como iniciar um novo tumor quando transplantada. Esta fração celular exibe 
propriedades semelhantes às das CTs e por isso tem sido denominada de células-
tronco do câncer (CTCs) (BEN-PORATH et al., 2008; QUINTANA et al., 2008; 
LATHIA et al., 2011). 
O principal ponto do debate diz respeito à origem das CTCs. Estas seriam 
de fato CTs com homeostase anormal dos processos de proliferação e diferenciação 
ou células somáticas que adquiriram características similares às das CTs? (LOBO et 





esta questão, as respostas são ainda bastante divergentes (FANG et al., 2005; GIL-
PEROTIN et al., 2006; KRIVTSOV et al., 2006; TAVIL et al., 2006; RICCI-VITIANI et 
al., 2007). 
Independentemente de haver ou não consenso quanto à origem das CTCs 
porém, sua identificação e crescente caracterização nos tumores tem indicado novas 
possibilidades de intervenções terapêuticas, mantendo seu estudo em evidência 
(BEN-PORATH et al., 2008; QUINTANA et al., 2008; LATHIA et al., 2011; KLEFFEL, 
SCHATTON, 2013; PARK et al., 2014). 
 
 
2.4 MONITORAMENTO DA ESTABILIDADE DOS CULTIVOS DE CTMs 
 
Diante do exposto, certamente é clara a necessidade de se estabelecer 
métodos que possibilitem mensurar a segurança do uso de CTMs em terapias, 
mesmo que estas células não sejam submetidas à expansão in vitro. Assim, vários 
testes empregados originariamente a outros tipos celulares ou finalidades 
específicas podem ser aplicados, como o teste de Papanicolau, a avaliação 
citogenética (convencional/cariotipagem e molecular), a caracterização 
imunofenotípica, de diferenciação e do potencial tumorigênico in vivo. 
 
2.4.1 Teste de Papanicolaou 
 
Descrito por George Papanicolaou na década de 1920, o teste batizado com 
seu nome consiste de um método de coloração desenvolvido originalmente para a 
avaliação de células obtidas da cérvice uterina. Por este teste é possível a 
identificação de alterações citoplasmáticas e/ou nucleares típicas de células 
neoplásicas (SMITH et al., 2003; MUNTEAN, 2009). 
Neste teste a análise das células é realizada a partir do preparo de um 
esfregaço, no qual as células são dispostas em uma fina camada sobre uma lâmina 
de vidro e então fixadas. Após a fixação, é realizada sua coloração, pela 
combinação de um corante nuclear, a hematoxilina, e uma mistura de dois corantes 





Esta combinação de corantes possibilita revelar aspectos celulares 
fundamentais para a identificação de células neoplásicas. Estes aspectos incluem 
características nucleares como pigmentação, posição, volume e morfologia; 
características de membrana nuclear, como regularidade e integridade, além da 
organização da cromatina. Quanto ao citoplasma, avalia-se a presença, proporção e 
volume de vacúolos e grânulos, a formação de sincício, além da ocorrência de 
queratinização. Alterações nos padrões destes parâmetros sugerem a existência de 
anormalidades (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 1989; NANDA et al., 2000; 
APGAR et al., 2003). 
A aplicação deste teste em cultivos de CTMs foi proposta recentemente por 
Irioda et al. (2011), que documentaram a identificação de alterações morfológicas 
em cultivos de CTMAs humanas, similares àquelas identificadas em células tumorais 




2.4.2.1 Citogenética convencional: cariotipagem 
A técnica citogenética de cariotipagem, em especial por bandamento G (ou 
GTG), foi desenvolvida na década de 1970 e ainda se caracteriza como um método 
de grande eficiência na detecção de alterações cromossômicas numéricas e 
estruturais (SCHERES, 1972; GERSEN, KEAGLE, 1999; FERREIRA, 2005; HOWE 
et al., 2014). 
Somada à relativa facilidade de execução e baixo custo, a análise 
citogenética ainda é um exame subsidiário de rotina para diagnóstico de vários 
fenótipos específicos, sendo também aplicada para investigação de pacientes com 
manifestações clínicas inespecíficas (HOOK, 1978; BASEL, 1995; STRACHAN, 
READ, 2003; FERREIRA, 2005; LICHTENBELT et al., 2011). 
O bandamento G é apresentado com frequência nos estudos sobre o risco 
de transformação de CTs em cultivo e sua aplicação no monitoramento destes 
cultivos, em especial nos estudos pré-clínicos, tem sido fortemente recomendado 
(BUZZARD et al., 2004; RUBIO et al., 2005; LIU et al., 2006; ZHANG et al., 2007; 





al., 2008; IZADPANAH et al., 2008; BOCHKOV et al., 2009; GRIMES et al., 2009; 
TARTE et al., 2010; CRESPO-DIAZ et al., 2011; JEONG et al., 2011; POLONI et al., 
2011; DUAILIBI et al., 2012; MUNTIÓN et al., 2012; BARKHOLT et al., 2013; 
HUWANG et al., 2013). 
 
2.4.2.2 Citogenética molecular 
A citogenética molecular consiste essencialmente na aplicação de métodos 
de biologia molecular à citogenética convencional. O incremento de ferramentas da 
biologia molecular à citogenética permitiu significativo aumento na capacidade de 
resolução e de interpretação cromossômica. Dentre as muitas técnicas 
desenvolvidas, uma que se tornou amplamente utilizada foi a de hibridação 
fluorescente in situ (fluorescent in situ hybridization, FISH) (NUTIU et al., 2000; 
HENQ et al., 2003). 
A técnica de FISH permite detectar a presença de sequências de DNA em 
cromossomos metafásicos, núcleos interfásicos, tecidos, células isoladas e mesmo 
gametas. Isto é possível por meio da utilização de sondas, segmentos de DNA 
constituídos contendo nucleotídeos modificados pela incorporação de fluorocromos. 
Ao serem aplicadas sobre um material alvo, permitem concluir sobre a presença e 
localização do DNA complementar (NUTIU et al., 2000; HENQ et al., 2003; 
FERREIRA, 2005). 
Quando conjugada ao cariótipo por banda G, a técnica de FISH confere 
maior segurança à avaliação citogenética pois, ao possibilitar a inclusão de núcleos 
interfásicos na análise, aumenta o número de células sob avaliação. Neste contexto, 
a FISH tem se mostrado uma importante ferramenta aplicada também na avaliação 
de cultivos de CTMs (NUTIU et al., 2000; BERNARDO et al., 2007b; BOCHCKOV et 
al., 2007; 2008; BEN-DAVID, BENVENISTY, 2008; BUYANOVSKAYA et al., 2009; 
GRIMES et al., 2009; CRESPO-DIAZ et al., 2011; JEONG et al., 2011; POLONI et 









2.4.3 Imunofenotipagem por citometria de fluxo 
 
A técnica de imunofenotipagem por citometria de fluxo consiste na avaliação 
de propriedades físico-químicas celulares, durante o deslocamento destas em uma 
coluna de solução isoeletrolítica. É uma técnica multiparamétrica, na qual se utiliza 
anticorpos mono/policlonais com marcação fluorescente, possibilitando a análise 
qualitativa e quantitativa da expressão de antígenos específicos em populações 
celulares (JANEWAY et al., 2001). 
A diferença nos padrões fenotípicos entre as células, que podem incluir CDs 
específicos, mistura de CDs de diferentes linhagens celulares, assincronia na sua 
expressão entre outras, podem ser utilizadas tanto para distinguir células normais de 
diferentes origens e/ou linhagens como também células transformadas 
(QUIXABEIRA, SADDI, 2008). 
A técnica de citometria de fluxo tem sido amplamente empregada no estudo 
de CTs, possibilitando a caracterização de diferentes padrões de expressão de 
inúmeros CDs. Atualmente, encontra-se significativamente bem caracterizados os 
perfis de expressão de CTMOs e CTMAs (REYES et al., 2001; SILVA et al., 2003; 
FESTY et al., 2005; MOORE et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2005; STREM et al., 
2005; DOMINICI et al., 2006; MIZUNO, 2010; STRIOGA et al., 2012). 
 
2.4.4 Diferenciação celular in vitro 
 
Presente invariavelmente em todos os estudos sobre CTs, a etapa de 
diferenciação celular in vitro é a determinante para se atestar a 
multipotência/pluripotência da amostra celular. Nesta etapa, as CTs recebem 
estímulos específicos, resultantes habitualmente da modificação química do meio de 
cultivo, e passam a expressar características moleculares e, posteriormente também 
morfológicas, típicas de determinado tecido adulto (DOMINICI et al., 2006).  
Para as CTMs em especial, recomenda-se a indução da sua diferenciação 
em osteoblastos, adipócitos e condroblastos para atestar sua multipotência 
(DOMINICI et al., 2006). Entretanto, pode-se encontrar uma diversidade de relatos 





folhetos embrionários, tais como os de origem mesodérmica: músculo liso, estriado 
esquelético e cardíaco, tendões e endotélio (OSWALD et al., 2004; SHIM et al., 
2004; DEZAWA et al., 2005; JEON et al., 2006; KUO, TUAN, 2008); de origem 
ectodérmica, como neurônios (KRAMPERA et al., 2007; ANGHILERI et al., 2008); e 
de origem endodérmica, como diversos epitélios (SATO et al., 2005; TIMPER et al., 
2006; PĂUNESCU et al., 2007; AURICH et al., 2009). 
 
2.4.5 Potencial tumorigênico in vivo 
  
A avaliação do potencial tumorigênico in vivo é uma das abordagens que 
compõem o estudo pré-clínico em terapia celular. Nesta fase de estudo, avalia-se 
não apenas os eventuais riscos de uma nova terapia, mas também o seu potencial 
terapêutico, possibilitando mensurar a eficiência de diferentes tipos celulares, 
composição de inóculo, quantidades de células, vias e/ou momentos de inoculação, 
bem como do seguimento pós-transplante (VAN DER SPOEL et al., 2011; 
BARKHOLT et al. 2013). 
Desta forma, o teste in vivo se configura etapa obrigatória nos estudos pré-
clínicos. No Brasil, o Conselho Nacional de Saúde, por meio da Resolução nº 
466/12, de 12 de Dezembro de 2012, determina sua realização em todos os 
procedimentos destinados aos seres humanos, cuja aceitação não esteja ainda 
consagrada na literatura científica (BRASIL, 2012).  
A maioria dos estudos pré-clínicos com CTMs é realizada em roedores, 
principalmente em Mus e Rattus. Assim, grande parte do conhecimento acumulado 
sobre a biologia das CTMs e seu potencial terapêutico é proveniente de estudos 




2.5 MURINOS COMO MODELOS DE ESTUDOS DE CTMs  
 
A investigação sobre o potencial terapêutico de CTMs tem produzido em 





cães, porcos, ovelhas e mesmo cavalos. Contudo, o número de estudos nos quais 
roedores são utilizados, em especial Mus musculus e Rattus norvegicus, ainda é 
substancialmente maior. Isto decorre tanto de fatores relacionados diretamente ao 
manejo desses animais quanto da disponibilidade de linhagens, métodos e insumos 
padronizados (CHANG et al., 2008; GIMBLE et al., 2010; STRIOGA et al., 2013). 
A avaliação da segurança clínica do uso de CTMs em animais saudáveis, 
bem como da eficiência terapêutica em modelos de várias patologias é realizada 
essencialmente em roedores e já possibilitou a caracterização de inúmeros fatores 
relevantes ao avanço das pesquisas em terapia celular para as fases clínicas 
(GIMBLE et al., 2010; STRIOGA et al., 2012; BARKHOLT et al., 2013). 
 Na Tabela 2 encontram-se listadas patologias com diferentes graus de 
comprometimento clínico, para as quais há modelos animais em Mus e/ou Rattus, e 
exemplos de estudos da avaliação do potencial terapêutico de CTMAs. 
 
 
TABELA 2 –  PATOLOGIAS COM MODELOS EXPERIMENTAIS EM Mus E/OU Rattus E 
EXEMPLOS DE ESTUDOS DO POTENCIAL TERAPÊUTICO DE CTMA. 
 
Patologia Modelo animal Referência(s) 
Acidente vascular cerebral hemorrágico Rattus Kim et al. (2007) 
Acidente vascular cerebral isquêmico agudo Rattus Leu et al. (2010 
Artrite autoimune induzida Mus González et al. (2009) 
Defeitos ósseos Mus, Rattus Cowan et al. (2004) 
Diabetes tipo 1 Mus, Rattus Chandra et al. (2009), Lin et al. 
(2009c) 
Disfunção erétil Rattus Lin et al. (2009a) 
Distrofia muscular Mus Di Rocco et al. (2006) 
Doença de Crohn Mus González et al. (2009) 
Doença de Huntington Rattus Lee et al. (2009) 
Encefalomielite autoimune experimental Mus Constantin et al. (2009) 
Hipertensão arterial pulmonar Rattus Umar et al. (2009), Liu et al. 
(2011) 
Incontinência urinária Rattus Lin et al. (2009b) 
Infarto do miocárdio Mus, Rattus Bai et al. (2010), Schenke-
Layland et al. (2009) 
Isquemia de membro Mus Moon et al. (2006) 
Lesão medular Rattus Kang et al. (2006) 
Lesão de nervo periférico Rattus Di Summa et al. (2010) 
Lesão hepática Mus Banas et al. (2009) 
Lesão renal isquêmica Rattus Chen et al. (2011) 
Lúpus eritematoso Mus Choi et al. (2012) 






TABELA 2 –  PATOLOGIAS COM MODELOS EXPERIMENTAIS EM Mus E/OU Rattus E 
EXEMPLOS DE ESTUDOS DO POTENCIAL TERAPÊUTICO DE CTMA. 
 
conclusão 
Patologia Modelo animal Referência(s) 
Rinite alérgica Mus Cho et al. (2009) 
Sepsis Mus Gonzalez-Rey et al. (2009) 
Transplante de órgão (fígado) Rattus Wan et al. (2008) 








O conhecimento atual sobre a biologia das CTMOs e CTMAs as colocam 
na iminência da efetiva utilização terapêutica. Porém, as questões referentes à 
segurança do paciente em relação ao material transplantado têm se mostrado 
tão ou mais relevantes clinicamente que as referentes à diferenciação celular 
propriamente dita. 
A preocupação maior é quanto à estabilidade das CTMs e dos possíveis 
efeitos deletérios do cultivo celular, sobretudo quanto à possibilidade de 
transformação. Uma das formas de se mensurar tais efeitos e tentar determinar 
a segurança de um transplante é investigar a ocorrência de alterações 
morfológicas, citogenéticas e/ou imunofenotípicas, uma vez que mudanças 
nestes parâmetros são comuns em células tumorais. 
Os muitos relatos publicados, tanto descrevendo a ocorrência de 
alterações em CTMs cultivadas, quanto a manutenção da normalidade, são 
consensuais quanto à necessidade de se atestar a segurança destas células 
para o uso clínico. Contudo, não há consenso quanto aos métodos e parâmetros 
mais adequados para se alcançar tal objetivo. 
Os relatos controversos e, em alguns casos, contraditórios sobre o 
cultivo e aplicação terapêutica de CTMs, tornam urgente o desenvolvimento de 
algoritmos de controle de qualidade para o desenvolvimento das pesquisas pré-
clínicas para sua futura transferência para fases clínicas de estudo. 
No Brasil, a Resolução 466 do Conselho Nacional de Saúde (BRASIL, 
2012) preconiza que, todo procedimento envolvendo seres humanos, cuja 
aceitação não esteja ainda consagrada na literatura científica, caso evidente do 
uso das CTMs, é considerada pesquisa clínica e, portanto, deve estar 
fundamentada em experimentação prévia, a qual deve ser realizada em animais.  
Neste contexto e apoiado na experiência acumulada pelo grupo de 
pesquisa (BROFMAN et al., 2004; GUARITA-SOUZA et al., 2004; GUARITA-
SOUZA et al., 2005; CARVALHO et al., 2008a; 2008b; 2008c; IRIODA et al., 
2011), foram selecionadas as CTMAs epididimais obtidas de Mus musculus 








4.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar a aplicação de diferentes métodos de detecção de alterações 
celulares para triagem de células-tronco mesenquimais cultivadas para terapias 
derivadas do tecido adiposo de origem epididimal. 
 
 
4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
4.2.1 Isolar CTMAs a partir do tecido adiposo epididimal de dez exemplares 
de Mus musculus linhagem Swiss e cultivá-las até P15. 
4.2.2 Caracterizar o tempo de duplicação e período de crescimento 
exponencial de amostras de CTMAs em cultivos de curta (P3) e longa 
duração (P15). 
4.2.3 Comparar o perfil cinético de crescimento populacional de amostras de 
CTMA em P3 e P15. 
4.2.4 Aplicar a técnica de Papanicolaou na avaliação das amostras de CTMAs 
cultivadas em P3, P9 e P15. 
4.2.5 Aplicar a técnica de cariotipagem (bandamento G) na avaliação das 
amostras de CTMAs cultivadas em P3, P9 e P15. 
4.2.6 Produzir sondas a partir de clones do genoma de Mus musculus para 
uso na técnica de FISH.  
4.2.7 Aplicar a técnica de FISH na avaliação das amostras de CTMAs 
cultivadas em P3, P9 e P15. 
4.2.8 Aplicar a técnica de imunofenotipagem por citometria de fluxo na 
caracterização das amostras de CTMAs cultivadas em P15. 
4.2.9 Induzir a diferenciação osteogênica e adipogênica das amostras de 
CTMAs cultivadas em P15. 
4.2.10 Testar o potencial tumorigênico in vivo das amostras de CTMAs 




4.2.11 Quantificar as alterações identificadas por meio de cada técnica de 
avaliação para cada amostra e passagem. 
4.2.12 Comparar os tipos e frequência de alterações identificadas por meio das 
diferentes técnicas para cada amostra e passagem. 





5 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
Os procedimentos realizados tiveram aprovação pelo Comitê de Ética em 
Experimentação Animal – CEEA/Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA, do 
Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná – UFPR, por meio 
dos certificados de número 525/2011 e 710/2013 (Anexos 1 e 2). À exceção da 
análise histopatológica, todos os procedimentos foram realizados nas dependências 
do Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Príncipe, Curitiba, Paraná, utilizando-se 
princípios de boas práticas laboratoriais no cultivo celular (HARTUNG et al., 2002; 
COECKE et al., 2005). 
 
 
5.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
5.1.1 Planejamento do estudo 
 
No presente estudo, planejou-se a avaliação do cultivo de CTMAs de origem 
epididimal de dez amostras, em três níveis distintos: P3 (“-1”, cultivo de curta 
duração), P9 (“0”, caracterização controversa como de curta/longa duração) e P15 
(“+1”, cultivo de longa duração). As amostras foram avaliadas segundo aspectos 
citológicos, citogenéticos e imunofenotípicos nos três níveis.  
Nos níveis -1 e +1 as amostras foram também caracterizadas quanto ao 
perfil de crescimento celular e neste último, também quanto à potencialidade de 







FIGURA 1 – VISÃO GERAL DO DELINEAMENTO DO 
ESTUDO EXPERIMENTAL. 
FONTE: O autor (2013). 
 
 
5.1.2 Análise estatística 
 
Os métodos utilizados para avaliação dos cultivos nos três níveis tiveram seus 
resultados expressos sob a forma de médias percentuais acompanhadas de seus 
respectivos desvios padrões. Estas médias foram comparadas entre amostras e 
níveis, por meio de análise de variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey, 
considerando valores de α iguais a 0,05 e 0,01, por meio da utilização do software 
GraphPad Prism® 6.0 (versão de teste). 
A avaliação da potencialidade de diferenciação e tumorigênese in vivo tiveram 
seus resultados expressos como positivo ou negativo, enquanto a avaliação 
imunofenotípica teve seus resultados expressos de forma descritiva, considerando a 
fração da população e a intensidade de expressão do marcador. 
A comparação entre os métodos aplicados à avaliação dos cultivos e 
amostras foi realizada por meio dos testes não paramétricos de correlação de 
Pearson, Wilcoxon e qui-quadrado. 
 
 
5.2 MODELO EXPERIMENTAL 
 
Neste estudo foram utilizados para obtenção de CTMAs, dez camundongos 
machos (Mus musculus linhagem Swiss) com aparência saudável, idade de 
99,70±3,26 dias, pesando 39,09±7,62 g, disponibilizados pelo Biotério do Setor de 




Os animais foram mantidos em caixas plásticas de contenção (gaiolas) 
(C×L×A: 41×34×16 cm) no Biotério do Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Príncipe, 
com até quatro indivíduos por caixa, com água e ração (Nuvilab CR-1®, Nuvital) ad 
libitum, em ambiente com temperatura e iluminação controlados (23±2° C e ciclos 
de luz e escuro de 12/12 h), até a idade de aproximadamente 100 (cem) dias, 
quando foram então manipulados para a obtenção de células-tronco mesenquimais 
derivadas do tecido adiposo epididimal (CTMAs). 
 
 
5.3 OBTENÇÃO DE CTMAs 
 
Para a obtenção de CTMAs, procedeu-se inicialmente à anestesia, seguida 
de eutanásia dos animais e posterior remoção cirúrgica do tecido adiposo epididimal 




Os animais foram submetidos à anestesia geral por meio da administração 
da associação de 200 mg×kg-1 de ketamina (Vetanarcol®, Köning) e 16 mg×kg-1 de 
xilazina (Anasedan®, Vet Brands International) por via intraperitoneal. A constatação 
do efeito anestésico foi realizada por meio da observação da ausência de reflexos 
neuromusculares. Após, os animais tiveram a região abdominal tricotomizada. 
 
5.3.2 Eutanásia e remoção cirúrgica do tecido adiposo epididimal 
 
Posteriormente à tricotomia, os animais foram submetidos à eutanásia por 
meio da administração da associação de 600 mg×kg-1 de ketamina e 48 mg×kg-1 de 
xilazina por via intraperitoneal.  
Os animais foram então dispostos em decúbito dorsal sobre campo cirúrgico 
estéril e foi realizada laparotomia longitudinal oblíqua para acessar os epidídimos e o 
tecido adiposo contíguo. Este foi removido e acondicionado em tubo cônico de 50 
mL previamente pesado, contendo: 10 mL de solução tampão fosfato salino 
(Na2HPO4 e KH2PO4 10 mM, KCl 2,7 mM, NaCl 13,7 mM, pH 7,4) e 1% de Pen 




1 em tampão citrato salino a 0,85% (citrato de sódio 0,2 M e ácido cítrico 0,2 M)] 
(PBS/PE) a 37° C. 
Após o acondicionamento do tecido adiposo, foi realizada nova pesagem 
dos tubos para determinação da massa de tecido obtida e, após o isolamento, foi 
calculado o rendimento de células por grama de tecido adiposo epididimal por 
animal. 
 
5.3.3 Isolamento de CTMAs 
 
O isolamento das células que compõem a fração mesenquimal do tecido 
adiposo, na qual se encontram as CTMAs foi realizada em câmara de fluxo laminar 
(cabine de segurança biológica classe II) (TLF®, TROX) utilizando materiais de 
consumo estéreis. Os procedimentos consistiram em lavagem dos fragmentos do 
tecido adiposo em PBS/PE a 37° C em tubos cônicos de 15 mL, seguida por 
centrifugação a 400×g por 10 min (1.600 rpm em centrífuga Excelsa II®, Fanem) 
(3×); adição de solução de colagenase IA (Sigma-Aldrich) (0,075% em PBS/PE, P:V) 
na proporção 1:1 (solução de colagenase IA:tecido adiposo, V:V) e incubação a 37° 
C por 30 min sob agitação (incubadora Termo Shaker®, Fanem); inativação da 
colagenase IA por meio da adição de meio de cultivo Dulbecco´s Modified Eagle 
Medium/Ham´s F-12 com L-Glutamina e 3,5 g×L-1 de HEPES [Ácido 4-(2-
Hidroxietil)piperazina-1-etanosulfônico] (DMEM, LGC Biotecnologia®) e 10% de soro 
fetal bovino (SFB, Gibco), na proporção 1:1 (DMEM:colagenase IA + tecido adiposo 
digerido, V:V); homogeneização com pipeta e centrifugação a 400×g por 10 min; 
descarte do sobrenadante e transferência do pellet para novo tubo, completando-se 
o volume de 10 mL com PBS/PE a 37° C e procedendo-se nova homogeneização 
com pipeta; filtragem em filtro de nylon com microporos de 100 µm (Cell Strainer®, 
BD Biosciences) e centrifugação do filtrado a 400×g por 10 min; descarte do 
sobrenadante e suspensão do pellet em 5 mL de meio de cultivo DMEM/SFB; 
amostragem da solução para contagem celular (≤50 µL) e adição de solução de azul 
de Trypan (0,4% em PBS, P:V) a 37º C à amostra (1:1, V:V) e homogeneização; 
aplicação de alíquota de 10 µL da diluição obtida em hemocitômetro (câmara de 
Neubauer) para contagem de células em microscopia de luz (aumento de 100×); e 
determinação do número de células viáveis isoladas do tecido adiposo (𝑥) por meio 




identificadas nos quadrantes delimitados do hemocitômetro, e o número de 
quadrantes utilizados na contagem (𝑦); multiplicada pelo fator de diluição da 
suspensão do pellet (𝛼) em azul de Trypan (convencionalmente 1:1, portanto, 𝛼=2), 
pelo volume de meio (β) utilizado para obtenção desta suspensão e pelo fator de 
correção “104” (número de células/mL), como indicado na equação 1: 
 
𝑥 =  (
𝑛
𝑦
) ×  𝛼 × β ×  104  (1) 
 
 
5.4 CULTIVO E CINÉTICA DO CRESCIMENTO POPULACIONAL 
 
As células da fração mesenquimal isoladas do tecido adiposo foram 
inoculadas em meio DMEM/SFB, à taxa de até 2×105 células/cm2 em frascos de 
cultivo de 25 ou 75 cm2, consistindo a primeira passagem do cultivo (P1). Os frascos 
de cultivo foram incubados a 37° C e 5% de CO2 em incubadora Ultra Safe 
HF212UV® (Heal Force). 
A manutenção dos cultivos foi realizada por meio do monitoramento visual 
diário da morfologia e confluência celular (adesão ao frasco de cultivo) em 
microscópio invertido (IBE 2002, Bioval®) e substituição do meio de cultivo a cada 
72 h. Quando a confluência observada era estimada em ≅85%, procedia-se o 
repique do cultivo (passagens). A troca de meio e o repique foram realizados em 
câmara de fluxo laminar (cabine de segurança biológica classe II, TLF®, TROX) 
utilizando materiais de consumo estéreis. 
 
5.4.1 Passagens dos cultivos 
 
A passagem dos cultivos consistiu na remoção das CTMAs dos frascos de 
cultivo e transferência destas para novos frascos e/ou placas de 6, 12 ou 24 poços 
conforme etapa do estudo. Isto foi obtido por meio de ação enzimática (tripsina de 
origem animal) para promoção da perda da adesão celular ao plástico, suspensão 





Estes procedimentos consistiram na remoção e descarte do meio de cultivo 
dos frascos/placas, seguida da adição de PBS/PE a 37° C e agitação suave dos 
frascos/placas e descarte do PBS/PE (3×); adição de solução de tripsina 0,25% 
(Gibco) a 37° C (200-400 µL/poço para placas e 1 ou 2 mL para frascos de cultivo de 
25 ou 75 cm2, respectivamente) e incubação por 5 min a 37° C e 5% de CO2; 
avaliação visual da morfologia das células em microscópio invertido, para 
certificação da perda da adesão celular ao frasco; inibição da ação enzimática pela 
adição de meio DMEM/SFB na proporção 1:1 (V:V); transferência da solução para 
tubo cônico de 10 mL e centrifugação a 400×g por 10 min; descarte do sobrenadante 
e suspensão do pellet em 5 mL de meio DMEM/SFB a 37º C; determinação do 
número e proporção de células viáveis (como descrito em 5.3.4); separação de 
alíquota contendo o número de células adequado ao tipo de frasco e etapa do 
estudo; transferência destas células para novos frascos e congelamento do 
excedente celular de cada passagem, como descrito a seguir (item 5.4.2); e 
identificação dos frascos/placas com o tipo celular (CTMA), número da 
amostra/animal, passagem (P1, P2, ...) e data do procedimento. 
À exceção de P1, na qual a inoculação foi de 2×105 células/cm2, nas demais 
passagens (P2-P15), a densidade celular ao início do cultivo (inóculo) foi de 2×103 
células/cm2. 
 
5.4.2 Criopreservação do excedente celular 
 
O excedente celular de cada passagem dos cultivos foi acondicionado em 
solução crioprotetora na concentração de ≅106 células/mL e congelado em 
nitrogênio líquido para possível utilização posterior. Os procedimentos para 
congelamento consistiram em: centrifugação da suspensão celular a 400×g por 10 
min; descarte do sobrenadante e suspensão do pellet em solução constituída de 
SFB (80%), DMEM (10%) e Dimetilsulfóxido (10%, DMSO, Mallinckrodt Chemicals), 
em volume adequado à concentração celular indicada; acondicionamento de 
alíquotas de 1 mL em criotubos estéreis e identificação dos mesmos com o tipo 
celular (CTMA), número da amostra/animal, número da passagem (P1, P2, ...), 
concentração celular e data do procedimento; congelamento gradual dos criotubos 
em minifreezer Nicool LM10® (Air Liquid) contendo N2 líquido, mantendo-se o 




por 45min e no nível 9 (≅ -110 °C) por 10 min; acondicionamento dos criotubos em 
botijão de N2 líquido. 
 
5.4.3 Cinética do crescimento celular 
 
A avaliação da cinética do crescimento de CTMAs em P3 e P15 foi realizada 
a partir do sorteio de três amostras de CTMAs em cada nível, as quais foram 
acompanhadas diariamente durante quinze dias. 
As amostras foram inoculadas em placas de cultivo de 12 poços, à 
densidade de 2×103 células/cm2. Para cada amostra foi determinado o número de 
células viáveis de dois poços aleatórios, em intervalos de 24 h de cultivo, utilizando-
se dos seguintes procedimentos: remoção e descarte do meio de cultivo; adição de 
PBS/PE a 37° C seguida de agitação suave da placa e descarte do PBS/PE (3×); 
adição de 200 µL/poço solução de tripsina 0,25% a 37° C; incubação por 5 min a 37° 
C e 5% de CO2; avaliação visual da morfologia das células em microscópio invertido, 
para certificação da perda da adesão celular ao frasco; inibição da ação enzimática 
pela adição de meio DMEM/SFB (800 µL/poço); amostragem da solução para 
contagem celular e determinação do número e proporção de células viáveis como 
descrito no item 5.3.4. 
Ao final do período de análise, obteve-se o valor do 𝑙𝑛 correspondente ao 
número médio de células viáveis de cada amostra a cada 24 h, identificando-se 
assim o período de crescimento exponencial. A partir da equação da reta ajustada 
para este período, identificou-se o coeficiente de crescimento específico de cada 
amostra (𝑘, coeficiente angular da reta): 
𝑦 =  𝑘𝑥 + 𝑛 (2) 
 
Com base no valor obtido para o crescimento específico, determinou-se o 
tempo de duplicação (𝑘) a partir da equação a seguir: 
 










5.5 ANÁLISES DAS CTMAs CULTIVADAS 
 
As CTMAs cultivadas foram avaliadas por meio de aspectos morfológicos, 
em especial quanto à morfologia nuclear, por meio da técnica de coloração de 
Papanicolau; quanto à estabilidade de cariótipo, por meio das técnicas de 
cariotipagem por bandamento G e FISH; aspectos fenotípicos, por meio das técnicas 
de citometria de fluxo e diferenciação adipogênica e osteogênica in vitro; e quanto 
ao potencial tumorigênico in vivo, por meio da inoculação em camundongos da 
linhagem NOD.CB17-Prkdc(scid)/J. 
As análises foram realizadas nas passagens P3, P9 e P15. As técnicas de 
Papanicolau, cariotipagem por bandamento G e FISH foram aplicadas aos cultivos 
de todas as amostras em P3 e em P9; bem como em todas as amostras cultivadas 
até P15. Nesta passagem as amostras foram avaliadas também por meio das 
técnicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo, diferenciação celular 
adipogênica e osteogênica e de avaliação do potencial tumorigênico in vivo. 
A diferenciação celular e a avaliação do potencial tumorigênico da amostra 
A2 foram realizadas em P13, enquanto a técnica de citometria de fluxo foi realizada 
nesta passagem e também em alíquotas criopreservadas em P9 e P3. Já para a 
amostra A3, a avaliação do potencial tumorigênico foi realizada em P10, assim como 
a citometria de fluxo, que também foi realizada em alíquotas criopreservadas em P9 
e P3. Para a amostra A3 não foi realizada a indução de diferenciação celular. 
Para a avaliação por meio das técnicas de coloração de Papanicolau e 
potencial de diferenciação adipogênico e osteogênico, as CTMAs foram inoculadas 
em placas de cultivo de 12 poços e sua adesão à superfície de crescimento foi 
mantida mesmo após atingirem ≅85% de confluência. Para as demais técnicas, as 
CTMAs foram inoculadas em frascos de cultivo de 75 cm2 e, ao atingirem ≅85% de 
confluência, foram removidas dos respectivos frascos.  
 
5.5.1 Técnica de coloração de Papanicolaou 
 
Após os cultivos atingirem confluência de ≅85%, o meio de cultivo foi 
removido das placas e descartado e os poços foram lavados com PBS a 37° C (3×). 




constantes do kit para citologia esfoliativa Conjunto Papanicolaou® (Newprov). Os 
procedimentos foram repetidos para cada poço, em temperatura ambiente.  
Esta coloração foi realizada por meio da remoção e descarte do PBS; 
incubação com etanol a 80%, 70%, 50% e água destilada, por 2 min cada. Após 
remoção e descarte da água, adicionou-se 1 mL do corante hematoxilina de Harris, 
incubando-se por 2 min. As placas foram acondicionadas em copo do tipo Becker 
(1000 mL) e enxaguadas em água corrente por 10 min. O excedente de água foi 
removido e procedeu-se à incubação com etanol a 50%, 70%, 80% e 96%, por 2 min 
cada. Após o descarte do etanol a 96%, adicionou-se 1 mL do corante Orange G6, 
incubando-se por 2 min. Este corante foi descartado e adicionou-se 1 mL de etanol a 
96%, incubando-se por 2 min (2×). Após, adicionou-se 1 mL do corante EA36, 
incubando-se por 2 min. Os poços foram então incubados três vezes com etanol a 
96%, por 2 min cada.  
Depois de secas, as placas foram submetidas à análise por microscopia, 
realizada inicialmente em microscópio invertido, com posterior captura de imagens 
realizada em microscópio Olympus BX51, acoplado à câmera digital DP70 e 
software DP70-BSW. Para cada amostra foram capturadas imagens de, ao menos, 
dez campos visuais com aumento de 200×, totalizando no mínimo, 200 células por 
amostra e passagem. 
 
5.5.2 Citogenética: Cariotipagem por bandamento G 
 
Quando identificada confluência de ≅85% nos frascos, foi adicionado 
colcemide à concentração de 0,05 µg×mL-1 ao meio de cultivo e procedeu-se à 
incubação por 8 h a 37° C e 5% de CO2. Após, procedeu-se à remoção e descarte 
do meio de cultivo, seguida da adição de PBS/PE a 37° C e agitação suave e 
descarte do PBS/PE (3×). Adicionou-se 1 mL de solução de tripsina 0,25% a 37° C e 
o frasco foi incubado por 5 min a 37° C e 5% de CO2; realizou-se a avaliação visual 
da morfologia das células em microscópio invertido, para certificação da perda da 
adesão celular ao frasco e após, foi realizada inibição da ação enzimática pela 
adição de meio DMEM/SFB na proporção 1:1 (V:V); a suspensão celular foi 
transferida para tubo cônico de 10 mL e centrifugada a 400×g por 10 min. Após o 
descarte do sobrenadante, o pellet foi solubilizado em 10 mL de solução de KCl 75 




gelado (metanol:ácido acético, 3:1, V:V) e procedeu-se a centrifugação a 400×g por 
10 min. Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi solubilizado em 10 mL de fixador 
Carnoy gelado e incubado à temperatura ambiente por 15 min, seguido de nova 
centrifugação a 400×g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet 
homogeneizado em 500 µL de fixador Carnoy gelado e armazenamento a 4° C, até 
sua utilização na montagem das lâminas. Esta montagem consistiu na aplicação de 
30 µL dessa solução em lâmina de microscopia. 
Estas lâminas foram mantidas a 37° C por ≅48 h e armazenadas em 
temperatura ambiente até sua coloração. Esta foi realizada por meio da imersão da 
lâmina em solução de tripsina 2,5% (Trypsin-EDTA 10×®, Gibco, V:V) em cloreto de 
sódio 0,9% (NaCl, P:V) a 37° C por 60s, seguido dos seguintes procedimentos em 
temperatura ambiente: enxágue em solução de NaCl 0,9% (2×); imersão em solução 
de Giemsa 5% (KaryoMax®, Gibco, V:V), acetona 1% (V:V) em solução tampão de 
Gurrs (NaH2PO4 4 mM, Na2HPO4 6 mM), pH 6,8, por 5 min; enxágue em solução 
tampão de Gurrs, pH 6,8 (2×); secagem; e fotodocumentação em microscópio 




As sondas utilizadas na técnica de FISH foram produzidas por meio da 
marcação de sequências genômicas de Mus musculus, extraídas de cultivos de 
cepas DH10B de Escherichia coli (clones) provenientes da biblioteca genômica 
RPCI-23, do Instituto de Pesquisa do Hospital Infantil de Oakland – EUA (Children´s 
Hospital Oakland Research Institute – CHORI, USA). 
Os clones foram selecionados a partir de revisão bibliográfica, realizada nas 
bases de dados Pubmed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) e do Instituto Europeu de 
Bioinformática (European Bioinformatics Institute – www.ensembl.org), visando a 
identificação de sequências genômicas de Mus musculus ortólogas ao genoma 
humano, cujas duplicações e/ou deleções tinham sido associadas à formação de 
tumores.  
Entre as sequências identificadas, foram selecionados quatro segmentos 




quatro clones, identificados como 243O4, 313M8, 433H2 e 77N6, possuem loci 
respectivamente nos cromossomos X, 10, 5 e 16.  
O clone 433H2 tem localização citogenética em 5A3 (posição genômica 
23612965→23801437 pb) e inclui o marcador ortólogo D5Mit179, ligado aos genes 
Dmtf1 e hDMP1 humanos, localizados em 7q11 e 7q36 respectivamente. Alterações 
envolvendo este marcador são frequentemente encontradas em leucemia mielóide 
(INOUE et al., 2007; PISKOROWSKA et al., 2011; ENSEMBL, 2012a). Já o clone 
313M, tem localização citogenética em 10D1 (posição genômica 
103861302→104064817 pb) e contém o marcador D16Mit134, cujas alterações são 
associadas à formação de linfomas (MORI et al., 2000; ENSEMBL, 2012b).  
O clone 77N6 tem localização em 16A2 (15822092→16058501 pb no 
genoma), contém o marcador ortólogo D16Mit34, com localização em 8q11 e 22q11 
no cariótipo humano, e também é associado à formação de linfomas 
(PISKOROWSKA et al., 2011; ENSEMBL, 2012c). Adicionalmente, para 
monitoramento do par cromossômico sexual, foi incluído também o clone 243O4, 
com localização citogenética em XA1.1 (posição genômica 9435252→9487771 pb, 
ENSEMBL, 2012d). 
Estes clones foram disponibilizados sob a forma de cromossomos artificiais 
bacterianos (pBACe3.6, bacterial artificial chromosome – BAC) inseridos em cepas 
DH10B transformadas de Escherichia coli congeladas em meio de cultivo Luria-
Bertani (LB). Após o recebimento, os clones foram mantidos a -80° C em 
ultrafreezer, até o momento da produção das sondas.  
A produção das sondas consistiu no isolamento a partir de cada clone, de 
unidades formadoras de colônias (UFC) em meio seletivo sólido; do cultivo destas 
em meio líquido; da extração e purificação do DNA plasmidial; do tratamento deste 
para a obtenção de fragmentos de tamanhos adequados ao uso como sonda de 
hibridação; e da marcação do conjunto de fragmentos obtidos de cada clone. 
 
5.5.3.1 Isolamento de UFC e cultivo dos clones 
Os clones armazenados a -80° C foram manipulados em condições 
assépticas e utilizando materiais estéreis. Foram realizados os seguintes 
procedimentos: remoção de alíquota de 10 µL do estoque congelado; diluição em 
100 µL de meio de cultivo LB (triptona 10 g×L-1, extrato de levedura 5 g×L-1, cloreto 




com cloranfenicol 25 µg×mL-1, LB/C) sólido (ágar a 2%, P:V); incubação a 37 °C por 
12 h; isolamento de colônia individual e inoculação desta em 5 mL de meio LB/C em 
tubo cônico de 50 mL; incubação a 37° C por 8 h em agitação (Termo Shaker®, 
Fanem); transferência para Erlenmeyer e adição de 45 mL de meio LB/C; incubação 
a 37° C por 12 h em agitação em (Termo Shaker®, Fanem); amostragem para 
aferição de absorbância a 600 nm em espectrofotômetro NanoVue Plus® (GE 
Healthcare); separação de cinco alíquotas de 800 µL (quando absorbância ≅1) em 
criotubos, para composição de estoque de inóculos; adição de 200 µL de glicerol a 
cada criotubo; homogeneização, identificação (nome do clone e data do 
procedimento) e armazenamento em ultrafreezer a -80 °C. O volume restante foi 
utilizado para extração e purificação do DNA. 
 
5.5.3.2 Extração e purificação de DNA 
A extração e purificação dos BACs foram realizadas por meio do kit Invisorb 
Plasmid Midi Kit® (Invitek), como descritas a seguir: transferência do cultivo 
bacteriano para tubos cônicos de 50 mL; centrifugação a 2.938×g (3.800 rpm em 
centrífuga refrigerada 280R®, Fanem) por 1 h; descarte do sobrenadante e 
suspensão do pellet em 4 mL da “solução I” por agitação (agitador de tubos tipo 
“vortex” QL-901®, Biomixer); adição de 50 µL de solução de RNAse (diluída em 1 
mL de “solução I”); adição de 8 mL da “solução II” e homogeneização suave por 
inversão (5×); incubação à temperatura ambiente por 5 min; adição de 8 mL da 
“solução II” e homogeneização por agitação suave por inversão (6×); incubação em 
gelo por 5 min; centrifugação a 2.938×g por 10 min; filtragem em filtro de seringa que 
compõe no kit; adição de 8 mL da “solução de ligação PL” ao filtrado e 
homogeneização por inversão (2×); transferência da solução para um filtro do tipo 
“spin” acondicionado em novo tubo cônico de 50 mL e centrifugação a 2.938×g por 
10 min (repetição da filtragem de todo o volume obtido ao final da etapa anterior); 
descarte do filtrado; adição de 10 mL da solução “tampão de lavagem PL” ao filtro e 
centrifugação a 2.938×g por 10 min; descarte do filtrado nova centrifugação a 
2.938×g, por 20 min; acondicionamento do filtro em novo tubo cônico de 50 mL e 
adição de 600 µL de solução “tampão de eluição” no centro da superfície superior do 
filtro; incubação à temperatura ambiente por 10 min; centrifugação a 2.938×g por 5 




Após extração e purificação, o DNA foi quantificado em espectrofotômetro 
NanoVue Plus® (GE Healthcare), utilizando comprimentos de onda de 230-302 nm e 
avaliados quanto à integridade por meio de eletroforese em gel de agarose 1% em 
tampão TE 1× (tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0; tris = trisaminometano; EDTA = 
etilenodiamino tetra-acético) a 100 mV por 1 h. 
 
5.5.3.3. Fragmentação e precipitação de DNA 
A fragmentação do DNA foi realizada por meio da incubação com DNAse I 
(RQ1 Rnase-Free DNase®, Promega), por meio da adição, em um microtubo 
acondicionado em gelo, para cada clone, de 1 µg de DNA, 2,5 µL de tampão Nick 
10× (tris-HCl 50 mM, CaCl2 10 mM, MgCl2 10 mM, ph 7,5), 5 µL de DNAse I em 
tampão Nick 1×, volume de água ultrapura para completar 25 µL; após, os 
microtubos foram incubados a 37° C em termociclador (TC-412®, Techne) por 10 
min. Ao final da incubação, foi adicionado 1 µL da solução de bloqueio (ácido etileno 
glicol tetra-acético 20 mM) a cada microtubo.  
Foram testadas cinco concentrações de DNAse I: 2×10-2, 2×10-3, 2×10-4, 
2×10-5 e 2×10-6 U×µL-1. Após, os produtos das reações foram avaliados em gel de 
agarose 1,5% em tampão TAE 1× (tris 40 mM, EDTA 1 mM e ácido acético glacial 
0,1%, V:V), submetido a 100 mV por 1 h e corado com EtBr a 0,5 µg×mL-1. 
Para a marcação do DNA, cada alíquota foi precipitada por meio dos 
seguintes procedimentos: adição de 0,1× o volume da solução, de NaAc 3M, pH 5,2 
e 2× o volume de etanol absoluto; mistura por inversão e incubação em gelo por 15 
min; centrifugação a 20.000×g a 4° C (centrífuga refrigerada Mikro 22R®, Hettich) 
por 15 min; descarte do sobrenadante, seguido de lavagem do precipitado com 
etanol 70% gelado e centrifugação a 16.000×g por 10 min (2×); descarte do 
sobrenadante e secagem do material a 42° C; eluição do DNA em água ultrapura. 
 
5.5.3.4 Marcação dos conjuntos de fragmentos de DNA 
O DNA fragmentado pelo tratamento com DNAse I foi marcado por meio da 
utilização dos kits FISHBright® (Kreatech) 495 Green e 550 Red/Orange, por meio 
dos seguintes procedimentos: suspensão de 1 µg de DNA em 16 µL de água 
ultrapura; adição de 2 µL de ULS hapten/dye, 2 µL de 10× labeling solution e 
homogeneização; incubação a 85° C por 30 min em termociclador; e incubação no 




A purificação foi realizada por meio da utilização de colunas de purificação 
KREApure® (Kreatech), que foram preparadas para recebimento da solução de 
marcação por meio da suspensão da solução na coluna por agitação; remoção do 
lacre plástico e acondicionamento da coluna em microtubo de 2 mL; centrifugação a 
20.800×g por 1 min; descarte do filtrado e adição de 300 µL de água ultrapura à 
coluna; centrifugação a 20.800×g por 1 min; descarte do filtrado e do microtubo; 
acondicionamento da coluna em microtubo de 1,5 mL.  
Após o preparo da coluna, foi aplicada a solução com DNA marcado e 
realizada centrifugação a 20.800×g por 1 min. O filtrado foi armazenado a -20° C até 
o preparo do mix de hibridação. Todos os procedimentos seguintes com o mix foram 
realizados ao abrigo da luz. 
 
5.5.3.5 Hibridação fluorescente in situ 
As células obtidas após a aplicação de tripsina nos frascos de cultivo foram 
suspensas em 10 mL de solução de KCl 75 mM a 37° C e incubadas a 37° C por 10 
min. Após, foram adicionadas 5 gotas de fixador Carnoy gelado e a suspensão foi 
centrifugada a 400×g por 10 min; o sobrenadante foi descartado e o pellet a em 10 
mL de fixador Carnoy gelado e incubado à temperatura ambiente por 15 min; 
procedeu-se a nova centrifugação a 400×g por 10 min e descarte do sobrenadante. 
O novo pellet foi homogeneizado em 500 µL de fixador Carnoy gelado e 
armazenamento a 4° C, até sua utilização na montagem das lâminas. Esta 
montagem consistiu na aplicação de 30 µL dessa solução em lâmina de 
microscopia. 
A hibridação das sondas de FISH nestas lâminas, foi realizada nas seguintes 
etapas: preparo do mix de hibridação; pré-tratamento das lâminas; desnaturação; 
hibridação; lavagem e revelação; e fotodocumentação. 
O preparo do mix de hibridação (50 µL para cada sonda/clone) consistiu da 
mistura, em microtubo, de 20 ng de DNA marcado, 500 µg de Salmon sperm DNA® 
(Life Technologies) e 50 µg de Mouse Cot-1 DNA® (Life Technologies), seguida de 
homogeneização. Após, a mistura foi precipitada por meio da adição de 0,1× o 
volume da solução, de NaAc 3M, pH 5,2 e 2× o volume de etanol absoluto. Em 
seguida, a mistura foi submetida a inversão e incubação em gelo por 15 min; 
centrifugação a 20.000×g a 4° C (centrífuga Mikro 22R®, Hettich) por 15 min; 




gelado e centrifugação a 16.000×g por 10 min (2×); descarte do sobrenadante e 
secagem do material a 42° C; eluição em tampão de hibridação celular (solução 
constituinte do kit de marcação FISHBright®, Kreatech). 
O pré-tratamento da lâmina consistiu de lavagem em 0,1×SSC (NaCl 15 mM 
e Na3C6H5O7 1,5 mM, pH 7,0) à temperatura ambiente por 1 min, em agitação 
(VDRL Shaker®, Biomixer); incubação em 2×SSC (NaCl 300 mM e Na3C6H5O7 30 
mM, pH 7,0) a 75° C por 30 min; resfriamento até ≅37° C; lavagem em 0,1×SSC à 
temperatura ambiente por 4 min; e remoção do excedente de líquido da lâmina. 
A lâmina foi desnaturada por meio da sua imersão em hidróxido de sódio 
(NaOH) 70 mM à temperatura ambiente por 1 min; incubação em 2×SSC a 4° C por 
2 min; desidratação em série de etanóis (70%, 85% e 100%) a 4° C por 2 min cada; 
e secagem à temperatura ambiente. O mix de hibridação foi desnaturado por meio 
da incubação a 75° C por 5 min em termociclador e incubação em gelo até a 
aplicação na lâmina. 
Foram aplicados 10 µL do mix de hibridação desnaturado sobre cada lâmina 
e então cobertos por lamínula. Após, foi realizada a incubação a 37° C por 10 min e 
a lamínula foi selada com cola vulcanizada. As lâminas foram então incubadas a 37° 
C em câmara úmida, por 16 h. 
A lavagem e revelação das lâminas foi feita por meio da remoção do rubber 
cement; lavagem em IGEPAL CA-630® 0,3% (Octil-fenil-polietilenoglicol, IGEPAL®, 
Sigma-Aldrich) em 0,4×SSC (tampão citrato trissódico: NaCl 60 mM e Na3C6H5O7 9 
mM, pH 7,0) a 60° C por 2 min; lavagem em 2×SSC, 0,1% IGEPAL à temperatura 
ambiente por 30 s; desidratação em série de etanóis (70%, 85% e 100%) a 4° C por 
2 min cada; secagem à temperatura ambiente; aplicação de 10 µL ProLong Gold 
Antifade® (Life Technologies) e cobertura com lamínula. A fotodocumentação foi 
realizada em microscópio de epifluorescência Olympus BX51 com câmera digital 
DP70 acoplada e software DP70-BSW. 
 
5.5.4 Imunofenotipagem por citometria de fluxo 
 
Após remoção das células dos frascos de cultivo, realizada com o auxílio da 
solução de tripsina como descrito na seção 5.4.1, essas foram suspensas em 1 mL 
de PBS suplementado com 3% de albumina humana (Albumina Humana Grifols® 




proporção de células não viáveis pelo método de coloração com azul de Trypan, 
como descrito na seção 5.3.3, seguida do ajuste da densidade de células viáveis 
para 106 células/mL.  
A avaliação imunofenotípica destas células foi realizada por meio da técnica 
imunofenotipagem por citometria de fluxo em citômetro FACSCanto II® (BD 
Biosciences), utilizando os anticorpos monoclonais conjugado com fluorocromos, e 
seus respectivos controles isotípicos (TABELA 3). 
 
 











anti-CD34 Alexa647 RAM34, IgG2akappa R35-95, IgG2a-Rattus Alexa647 
anti-CD45 FITC 30-F11, IgG2bkappa A95-1, IgG2bkappa-Rattus FITC 
anti-CD73 PE TY/23, IgG2akappa R35-95, IgG2a-Rattus PE 
anti-CD90.1 PE OX-7, IgG1kappa R35-95, IgG2a-Rattus PE 
anti-CD105 PE MJ7/18, IgG2akappa R35-95, IgG2a-Rattus PE 
 
 
Cada amostra foi analisada por meio da combinação dos anticorpos 
relacionados na Tabela 3, mais o corante 7AAD (7-Aminoactinomicina D, 7-AAD 
Staining Solution®, BD Biosciences) para a identificação de células não viáveis, 
distribuídos em quatro tubos distintos, mais um controle negativo contendo apenas 
células (TABELA 4). 
 
 
TABELA 4 –  COMBINAÇÃO (PAINEL) DE ANTICORPOS PARA ANÁLISE 




FITC PE PerCP ALEXA647 
1 (Controle negativo) - - - - 
2 (Controle isotípico) A95-1 R35-95 - R35-95 
3 anti-CD45 anti-CD73 7-AAD anti-CD34 
4 anti-CD45 anti-CD90.1 - anti-CD34 
5 anti-CD45 anti-CD105 - anti-CD34 
 
 
CTMAs da última passagem de todos os cultivos, homogeneizadas em 




para citometria de fluxo. Após, foram adicionados 5 µL de cada anticorpo aos tubos 
2-4, conforme indicado na Tabela 4, e homogeneizados por agitação em agitador 
tipo vortex. As suspensões foram então incubadas por 15 min à temperatura 
ambiente, no escuro. Em seguida foram adicionados 400 µL de PBS/A em cada 
tubo, seguida de homogeneização por agitação e centrifugação a 400×g por 10 min. 
O sobrenadante foi descartado e o pellet homogeneizado em 500 µL de PBS/A. 
Ao tubo 3 de cada amostra foram adicionados 5 µL de 7-AAD momentos 
antes da aquisição em citômetro. As CTMs foram então adquiridas em citômetro 
acoplado ao software de análise BD FACSDiva II® (BD Biosciences) e 
posteriormente analisadas por meio do software Infinicyt® (Cytognos) para a 
ligação/marcação de cada anticorpo (expressão do marcador) e 7-AAD (células não 
viáveis). 
 
5.5.5 Diferenciação celular in vitro 
 
CTMAs da última passagem de todas as amostras cultivadas foram 
submetidas à indução de diferenciação em duas linhagens celulares: adipogênica e 
osteogênica. Os procedimentos realizados nesta etapa são descritos a seguir. 
 
5.5.5.1 Diferenciação celular adipogênica 
Para a indução da diferenciação adipogênica, foram utilizados cultivos de 
CTMA em placas de 6 poços. Ao atingirem ≅85% de confluência, três poços tiveram 
o meio DMEM/SFB suplementado com isobutilmetilxantina 0,5 mM (3-isobutil-1-
metilxantina), indometacina 50 µM e dexametasona 0,5 µM (Sigma-Aldrich). 
O meio de diferenciação adipogênica (DMEM/DIFA) foi preparado por meio 
da mistura de: 3 mL de solução de IBMX (0,18% em água, P:V); 90 µL de solução de 
indometacina 1% em etanol (P:V); 490 µL de solução de dexametasona (0,1% em 
etanol, P:V; diluído em DMEM, 1:49, V:V); e 46,42 mL de meio DMEM/SFB. Após 
homogeneização, a solução foi filtrada em membrana com microporos de 0,22 µm 
(membrana de fluoreto de polivinilideno, PVDF, TPP). 
As CTMAs foram incubadas com meio DMEM/DIFA a 37° C e 5% CO2 por 
14 dias, com substituição do meio a cada 72 h. O mesmo procedimento foi realizado 




Após o período de diferenciação, as placas foram submetidas à coloração 
para evidenciação do acúmulo citoplasmático de gotículas lipídicas (diferenciação 
em adipócitos), conforme os seguintes procedimentos: remoção do meio de cultivo 
de todos os poços (diferenciação e controle); enxágue do poço com PBS (2×); 
fixação das células com solução aquosa de glutaraldeído a 2,5% (P:V, Sigma-
Aldrich) por 1 h 30 min; enxágue do poço com água destilada (2×); desidratação com 
isopropanol 60% (V:V) e incubação à temperatura ambiente por 5 min; descarte do 
isopropanol e adição da solução de Oil Red O® (Sigma-Aldrich) (0,3% em 
isopropanol 99%, P:V, diluídos em água na proporção de 3:2, V:V) e incubação à 
temperatura ambiente por 5 min; descarte da solução corante e enxágue com água 
destilada (2×); fotodocumentação e análise em microscópio invertido. 
 
5.5.5.2 Diferenciação celular osteogênica 
A diferenciação osteogênica foi induzida em cultivos de CTMAs em placas 
de 6 poços exibindo ≅85% de confluência. Nestas, três poços tiveram o meio 
DMEM/SFB suplementado com dexametasona 10 nM, β-glicerolfosfato 10 mM e 
ascorbato-2-fosfato 50 µg×mL-1 (Sigma-Aldrich).  
O meio de diferenciação osteogênica (DMEM/DIFO) foi preparado por meio 
da mistura de: 5 mL de solução ascorbato-2-fosfato/β-glicerolfosfato em meio 
DMEM/SFB (0,05% de ascorbato-2-fosfato e 2,16% de β-glicerolfosfato em meio 
DMEM, P:V); 98 µL de solução de dexametasona (0,1% em etanol, P:V, diluído em 
DMEM, 1:49, V:V); 44,02 mL de meio DMEM/SFB; Após homogeneização, a solução 
foi filtrada em membrana com microporos de 0,22 µm. 
As CTMAs foram incubadas com meio DMEM/DIFO a 37° C e 5% CO2 por 
14 dias, com substituição do meio a cada 72 h. O mesmo procedimento foi realizado 
paralelamente, com os poços de controle negativo, com meio de cultivo DMEM/SFB. 
Após o período de diferenciação, as placas foram submetidas à coloração 
para evidenciação da secreção de matriz extracelular mineralizada (diferenciação 
em osteócitos), conforme os seguintes procedimentos: remoção do meio de cultivo 
de todos os poços (diferenciação e controle); enxágue do poço com PBS (2×); 
fixação das células com solução aquosa de glutaraldeído a 2,5% (P:V) por 1 h 30 
min; enxágue com água destilada (duas vezes); desidratação com isopropanol 60% 
(V:V) e incubação à temperatura ambiente por 5 min; descarte do isopropanol e 




Sigma-Aldrich) e incubação à temperatura ambiente por 45 min; descarte da solução 
corante e enxágue com PBS (3×); fotodocumentação e análise em microscópio 
invertido. 
 
5.5.6 Potencial tumorigênico in vivo 
 
As CTMAs obtidas na última passagem de cada um dos cultivos foram 
avaliadas quanto ao potencial tumorigênico in vivo, por meio da inoculação 
subcutânea no dorso de camundongos fêmeas da linhagem NOD.CB17-
Prkdc(scid)/J. O putativo potencial tumorigênico foi avaliado por meio de palpação, a 
cada cinco dias, durante sessenta dias. Ao final do período, foi realizada cirurgia 
exploratória no local de inoculação para possível identificação e extração de tumor. 
 
5.5.6.1 Inoculação 
Quando os frascos de cultivo da última passagem de cada amostra atingiram 
≅85% de confluência, procedeu-se à remoção e descarte do meio de cultivo, 
seguida da adição de PBS/PE a 37° C e agitação suave e descarte do PBS/PE (3×). 
Adicionou-se 1 mL de solução de tripsina 0,25% a 37° C e o frasco foi incubado por 
5 min a 37° C e 5% de CO2; realizou-se a avaliação visual da morfologia das células 
em microscópio invertido, para certificação da perda da adesão celular ao frasco e 
após, foi realizada inibição da ação enzimática pela adição de meio DMEM/SFB na 
proporção 1:1 (V:V); a suspensão celular foi transferida para tubo cônico de 10 mL e 
centrifugada a 400×g por 10 min. As CTMAs foram então solubilizadas em PBS 
estéril a 37° C, compondo alíquotas com 5×105 células acondicionadas em 300 µL 
de PBS. 
Uma alíquota de cada amostra foi utilizada como inóculo em animais da 
linhagem NOD.CB17-Prkdc(scid)/J para avaliação de potencial tumorigênico dos 
cultivos de CTMAs, tendo sido utilizado um animal por alíquota. Os animais foram 
inicialmente anestesiados, como descrito no item 5.3.1, e após, receberam injeção 
subcutânea dos inóculos na região dorso-lateral direita. 
 
5.5.6.2 Avaliação da formação de tumores 
Cinco dias após a inoculação, os animais passaram a ser manipulados para 




local. Este procedimento foi repetido a cada cinco dias, até se completarem 
sessenta dias de avaliação, exceto para os animais que receberam inóculos das 
amostras A2 e A3, os quais foram submetidos à eutanásia, respectivamente, aos 50 
e 30 dias após a inoculação. 
Ao final do período de avaliação in vivo, os animais foram submetidos à 
anestesia e posterior eutanásia, conforme descrito nos itens 5.3.1 e 5.3.2. Após a 
eutanásia, procedeu-se à cirurgia exploratória no local de injeção do inóculo, para 
identificação visual e remoção de possível massa celular resultante da proliferação 
das CTMAs inoculadas. Os tumores identificados foram removidos e processados 
conforme descrito no item 5.5.7. 
 
5.5.6.3 Análise histopatológica dos tumores 
Os tumores removidos foram acondicionados em tubo cônico de 50 mL 
previamente pesado, contendo 50 mL de PBS/PE a 37° C. Após, foi realizada nova 
pesagem dos tubos para determinação da massa de tumor recuperada. 
Após, os tumores foram manipulados em câmara de fluxo laminar, 
procedendo-se à lavagem dos mesmos com PBS/PE a 37° C em tubos cônicos de 
50 mL, seguida por fragmentação com bisturi em placa de Petri. 
Parte dos fragmentos foi acondicionada em solução aquosa de 
paraformaldeído a 4% (V:V) e armazenados a 4° C, para posterior análise 
histopatológica. Esta foi gentilmente realizada pela médica patologista M. Sc. 







6.1 ISOLAMENTO E CULTIVO DE CTM DERIVADAS DO TECIDO ADIPOSO 
EPIDIDIMAL DE Mus musculus LINHAGEM SWISS 
 
 
6.1.1  Obtenção de tecido adiposo epididimal e rendimento celular 
 
Os dez animais submetidos à eutanásia para obtenção cirúrgica de tecido 
adiposo epididimal (FIGURA 2) originaram dez amostras de CTMA, identificadas de 
A1 a A10. Os animais apresentavam idade de 99,70±3,26 dias e massa corporal de 
39,09±7,62 g. Foram extraídos, em média, 568±246 mg de tecido adiposo, 
correspondentes a 1,42%±0,60% da massa corporal de cada animal (detalhamento 




        (A)                                  (B) 
FIGURA 2 – EXEMPLAR MACHO DE Mus musculus LINHAGEM SWISS. (A) 
ANIMAL EM DECÚBITO DORSAL, PREPARADO PARA 
LAPAROTOMIA. (B) DETALHE DA CAVIDADE ABDOMINAL 
COM DESTAQUE AO TECIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL (SETA). 
FONTE: O autor (2013). 
 
 
As células isoladas do tecido adiposo epididimal apresentaram viabilidade 
média, avaliada por meio da coloração por azul de Trypan e contagem em 
hemocitômetro, de 78,95%±26,05%; o rendimento mínimo e máximo foi de 2,22×105 




6.1.2 Cultivos celulares e passagens 
 
 Foram estabelecidos dez cultivos, um a partir de cada amostra de tecido 
adiposo epididimal/animal. Os cultivos tiveram duração média de 116,45±16,97 dias 
e atingiram as passagens selecionadas para análise, P3, P9 e P15, respectivamente 
em 10,30±1,63, 72,10±14,79 e 110,60±14,74 dias, contados a partir do isolamento e 




GRÁFICO 1 – IDADE DOS CULTIVOS DE CTMA, EM DIAS, 
AO TÉRMINO DE CADA PASSAGEM (P1-
P14). 
FONTE: O autor (2013). 
 
 
As células obtidas após a confluência de ≅85% da superfície de crescimento 
do frasco, a partir de P1 de cada cultivo, foram utilizadas como inóculos para as 
passagens seguintes. Os inóculos apresentaram viabilidade média mínima de 
88,98%±12,39% (em P7) e máxima de 98,18%±1,21% (em P15). Os valores médios 
de viabilidade não apresentaram diferença estatisticamente significativa de P2 a P15 
(GRÁFICO 2). Foi observada diferença significativa entre as médias de viabilidade 
entre o primeiro inóculo (P1), resultante do isolamento a partir do tecido adiposo, e 
os inóculos de P2, P3, P5, P10, P11, P12, P13, P14 e P15. 
O tempo decorrido entre a inoculação e a realização da passagem exibiu 
variação tanto entre amostras quanto entre passagens, com diferença 
estatisticamente significativa envolvendo preferencialmente as passagens P1, P2, 




(5,80±1,22 dias) e P5 (13,70±5,61 dias) e redução entre P5 e P14. Não foi 




GRÁFICO 2 – VIABILIDADE DOS INÓCULOS DE CADA 
PASSAGEM. 




GRÁFICO 3 – TEMPO DE CULTIVO EM CADA 
PASSAGEM. 
FONTE: O autor (2013). 
 
 
As amostras A2 e A3 exibiram perfil morfológico (FIGURA 3) e de 
proliferação celular sensivelmente distintos das demais após P9. O cultivo dessas 
amostras foi interrompido em P13 e P10, respectivamente. Após a interrupção 
desses cultivos, foi obtida uma amostra criopreservada de células do carcinoma 
mamário de Erlich. Estas foram cultivadas sob as mesmas condições das amostras 
de CTMAs e utilizadas como controle positivo tumoral quanto ao perfil de 







(B)       (C) 
FIGURA 3 –  CULTIVOS DE CTMA. (A) AMOSTRA A1 EM P15 EXIBINDO CÉLULAS 
ADERENTES COM ASPECTO FIBROBLASTÓIDE, SIMILAR ÀS 
AMOSTRAS A4 A A10 NA MESMA PASSAGEM. (B) AMOSTRA A2 EM P13 
EXIBINDO PROPORÇÃO EQUIVALENTE DE CÉLULAS ADERENTES E EM 
SUSPENSÃO. (C) AMOSTRA A3 EM P10 APRESENTANDO PREDOMÍNIO 
DE CÉLULAS EM SUSPENSÃO. 




6.1.3 Cinética do crescimento populacional 
 
As seis amostras analisadas diariamente durante quinze dias, três em P3 
(A2, A3 e A10) e três em P15 (A4, A5 e A6), exibiram redução do tempo de 
proliferação entre P3 e P15 e deslocamento do período de crescimento exponencial 
para os primeiros dias do cultivo (GRÁFICO 4). Em P3, o crescimento exponencial 
foi identificado entre o décimo segundo e décimo quinto dia de cultivo, com tempo 
médio de duplicação de 28 h 16 min; já em P15, o crescimento exponencial foi 
observado entre o terceiro e o sexto dia do cultivo, com tempo médio de duplicação 







GRÁFICO 4 – CRESCIMENTO POPULACIONAL MÉDIO DE TRÊS AMOSTRAS DE CTMA EM P3 
(MP3) E P15 (MP15) DURANTE QUINZE DIAS. 




Quando submetida à avaliação cinética, a amostra A2 em P13 exibiu 
crescimento exponencial do segundo ao oitavo dia de cultivo, com tempo de 
duplicação de 28 h 47 min. A amostra A3 em P10 exibiu crescimento exponencial no 
mesmo período, com tempo de duplicação de 19 h 55 min. Também a amostra de 
células tumorais do carcinoma mamário de Ehrlich exibiu crescimento exponencial 





GRÁFICO 5 – CRESCIMENTO POPULACIONAL DAS 
AMOSTRAS A2 E A3, RESPECTIVAMENTE 
EM P13 E P10; E DE AMOSTRA DO 
CARCINOMA MAMÁRIO DE EHRLICH. 




6.2 ALGORITMO DE ANÁLISE 
 
 
As análises realizadas no presente estudo foram delineadas com o intuito de 
avaliar a exequibilidade e sensibilidade do algoritmo proposto por Irioda et al. (2011) 




FIGURA 4 –  ALGORITMO DE AVALIAÇÃO DE 
CTM. 
FONTE: adaptado de Irioda et al. (2011). 
 
 
A sequência na qual os testes foram aplicados às amostras teve variação 
daquele originalmente proposto no algoritmo, em razão da otimização de recursos e 
redução do número de animais necessários, atendendo aos preceitos atuais de 
experimentação pré-clínica (ECKELMAN et al., 2007; DE VRIES et al., 2012). 
As técnicas de Papanicolaou, cariotipagem e FISH foram aplicadas às 
amostras nas três passagens selecionadas; enquanto os testes de 
imunofenotipagem por citometria de fluxo e tumorigênese in vivo, apenas em P15. 
Adicionalmente, também em P15, foi realizado o teste de diferenciação adipogênico 
e osteogênico. 
Exceções foram feitas às amostras A2 e A3, em consequência de seus 
cultivos terem sido interrompidos. A imunofenotipagem por citometria de fluxo e 
tumorigênese in vivo foram realizadas nas passagens nas quais os cultivos foram 
interrompidos. O mesmo ocorreu com o teste de diferenciação para a amostra A2. A 
amostra A3 não foi submetida ao teste de diferenciação em razão de as suas células 







Foram avaliadas todas as amostras em P3 e P9; e oito amostras (A1 e A4-
A10) em P15. Para cada amostra e passagem, foram analisadas mais de 4.000 
células, tendo sido estabelecido o número mínimo de 200 células por amostra e 
passagem (ANEXO 4).  
Foram identificadas células com número alterado de núcleos (FIGURA 5) 
e/ou morfologia nuclear atípica (FIGURA 6) em todas as amostras e passagens 
avaliadas. A menor frequência de alterações detectada foi igual 0,20%±0,28% das 
células, na amostra A7 em P3; e a máxima igual a 6,78%±3,91%, na amostra A3 em 




(A)  (B) 
  
(C)  (D)  
FIGURA 5 –  CÉLULAS DE QUATRO AMOSTRAS, EXIBINDO 
BINUCLEAÇÃO (SETAS). (A) A4 EM P3; (B) A3 EM P3; 
(C) A6 EM P15; E (D) A1 EM P15. 






(A)  (B) 
  
(C)  (D)  
  
(E)  (F)  
FIGURA 6 –  CÉLULAS EM P15, EXIBINDO ALTERAÇÕES 
MORFOLÓGICAS DE NÚCLEOS (SETAS). (A, B) AMOSTRA 
A8; (C) A9; (D) A4; (E) A5; E (F) A1. 




Com base no sistema Bethesda de classificação (NATIONAL CANCER 
INSTITUTE, 1989; APGAR et al., 2003; NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2013), as 
alterações nucleares morfológicas identificadas correspondem à células escamosas 
atípicas de significado indeterminado (atypical squamous cells of undeterminated 




excludentes de lesões intra-epiteliais de alto grau (atypical squamous cells - cannot 
exclude high grade intraepithelial lesion - HSIL, ASC-H, FIGURA 6, C-F). Já a 
multinucleação (FIGURA 5) é característico de células de lesões intra-epiteliais 




GRÁFICO 6 –  PROPORÇÃO MÉDIA DE CÉLULAS COM MORFOLOGIA 
NUCLEAR ATÍPICA E/OU NÚMERO ALTERADO DE 
NÚCLEOS, POR AMOSTRA E PASSAGEM. 




Em média, foram detectadas alterações em 0,98%±0,74% das células em 
P3, 2,01%±1,82% em P9 e 2,52%±0,74% em P15. Ao se isolar as amostras com 
perfis proliferativos atípicos (A2 e A3) da análise, os valores das frequências de 
alterações das demais amostras exibem diferença estatisticamente significante entre 
as passagens P3 e P9 em relação à P15 (p<0,01, GRÁFICO 7A).  
Considerando todas as amostras avaliadas, os valores crescentes 
identificados entre as passagem não exibiram diferença significativa (GRÁFICO 7B). 
Não foi observada diferença estatisticamente significativa quanto ao tipo de 






          
(A)           (B) 
 
GRÁFICO 7 –  PROPORÇÃO MÉDIA DE CÉLULAS COM MORFOLOGIA NUCLEAR ATÍPICA 
E/OU NÚMERO ALTERADO DE NÚCLEOS, POR PASSAGEM DO CULTIVO 
(ANOVA E TESTE DE TUKEY). (A) MÉDIA DAS AMOSTRAS EXCETO A2 E A3. 
(B) MÉDIA ENTRE TODAS AS AMOSTRAS UTILIZANDO ESTIMATIVAS DOS 
VALORES CORRESPONDENTES DE A2 E A3 EM P15. 




Das amostras com perfil morfológico e de proliferação atípicos, a amostra A2 
exibiu frequência de alteração igual a 0,47%±0,39% em P3 e 3,06%±0,24% em P9. 
A frequência de alterações em P3 exibiu diferença significativa em relação ao 
identificado na amostra A3 (p=0,0146), mas não em relação à média das demais 
amostras (0,93%±1,08%, p=0,9636). Em P9, a frequência observada não se mostrou 
significativa em relação à amostra A3 (p=0,3045) ou em relação às demais amostras 
(p=0,8740). 
A amostra A3 exibiu a maior proporção de células alteradas, tanto em P3 
quanto em P9, com valores iguais a 2,71%±2,39% e 6,78%±3,91%, 
respectivamente. A frequência observada em P3 não exibiu diferença significativa da 
média das demais amostras (0,93%±1,08%, p=0,0849), diferentemente da 
frequência identificada em P9 (demais amostras = 1,23%±1,22%, p=0,0391). 
Foram estimados os valores correspondentes às frequências das alterações 
que possivelmente seriam detectadas nas amostras A2 e A3 em P15 por meio de 







GRÁFICO 8 –  REGRESSÃO LINEAR DA 
PROPORÇÃO MÉDIA DE 
CÉLULAS COM ALTERAÇÃO, 
DETECTADA POR MEIO DA 
TÉCNICA DE PAPANICOLAOU, 
PARA AS AMOSTRAS A2 E A3. 




 Os valores determinados foram iguais a 5,63% e 10,86%, respectivamente 
para as amostras A2 e A3. O valor calculado para a amostra A3 apresenta diferença 
estatisticamente significante da média das demais amostras (2,33%±0,80%, 
p=0,0001) e do valor estimado para A2 (p=0,0061), enquanto este não exibe 
diferença significativa da média das demais amostras (2,33%±0,80%, p=0,0505). 
Mesmo tendo sido identificadas alterações em todos as amostras e 
passagens, a proporção de células alteradas na amostra A3 em P3 e P9, bem como 
o aumento expressivo na frequência de alterações na amostra A2 entre P3 e P9 
(≅6,5×), destacaram-nas das demais, corroborando a hipótese de transformação. 
 
 
6.2.2 Citogenética: Cariotipagem por bandamento G 
 
Foram identificadas alterações cromossômicas numéricas em todas as 
amostras, nas três passagens selecionadas para análise. Em P3, 22,66%±15,23% 
das metáfases analisadas exibiram cariótipo numericamente anormal, enquanto em 
P9 e P15 estas corresponderam a 90,37%±17,69% e 94,05%±9,78%, 







GRÁFICO 9 –  PROPORÇÃO DE CARIÓTIPO ANORMAL, POR 
AMOSTRA E PASSAGEM DO CULTIVO. 
FONTE: O autor (2013). 
 
 
A menor proporção de metáfases com alteração do número de 
cromossomos foi identificada na amostra A7 em P3, com cariótipo 
40,XY[20]/80,XXYY[1]. A maior proporção, que compreendeu a totalidade das 
metáfases com alteração cromossômica numérica, foi identificada nas amostras A1, 
A8, A9 e A10 em P9 e P15; e na amostra A5 em P15. 
A manutenção do cariótipo normal (FIGURA 7) apresentou redução 
estatisticamente significante (p<0,0001) entre os períodos de análise P3 e P9, P3 e 
P15, e não diferiu entre P9 e P15 (GRÁFICO 10).  
Foi observada grande variação do número de cromossomos por metáfase 
entre as amostras e passagens (detalhamento no ANEXO 5), apresentando 
diferença significativa (p<0,0001) entre as passagens P3 e P9 e também entre P3 e 







FIGURA 7 – CARIÓTIPO NORMAL, 40,XY DE Mus musculus. 





GRÁFICO 10 –  DIFERENÇA ENTRE AS 
FREQUÊNCIAS DE CÉLULAS 
COM CARIÓTIPO NORMAL, POR 
PASSAGEM (ANOVA E TESTE 
DE TUKEY). 







GRÁFICO 11 –  NÚMERO MÉDIO DE 
CROMOSSOMOS POR 
METÁFASE, POR PASSAGEM 
DO CULTIVO (ANOVA E TESTE 
DE TUKEY). 




Foram identificadas alterações cromossômicas estruturais apenas em P9 e 
P15. Em P9, estas foram detectadas em seis amostras (A1, A2, A3, A7, A8 e A9) e 
em P15, em oito amostras (A1, A4-A10). Todas essas alterações foram identificadas 
como amplificações extracromossômicas e foram detectadas em diferentes 
quantidades por metáfase e amostra (FIGURA 8, detalhamento no ANEXO 5). 
Em P9 foram identificadas amplificações em 17,14% das metáfases, 
variando em número de um a cinco por metáfase. Em P15, foram identificadas em 











FIGURA 8 – METÁFASES APRESENTANDO POLIPLOIDIA E 
AMPLIFICAÇÕES EXTRACROMOSSÔMICAS. (A) 
AMOSTRA A9 EM P15, COM 78 CROMOSSOMOS MAIS 
AMPLIFICAÇÕES. (B) DETALHE DAS AMPLIFICAÇÕES 
EXTRACROMOSSÔMICAS (SETAS). (C) AMOSTRA A5 
EM P15, COM 64 CROMOSSOMOS MAIS 
AMPLIFICAÇÕES (SETAS). 






GRÁFICO 12 –  PROPORÇÃO DE METÁFASES 
COM ALTERAÇÕES 
ESTRUTURAIS, POR 
PASSAGEM (ANOVA E TESTE 
DE TUKEY). 
FONTE: O autor (2013). 
 
 
As amostras com maior frequência de amplificações extracromossômicas 
por metáfase, em P9, foram: A2 (61,90%); A1 (38,09%); A9 (14,28%); A3 (9,52%); e 
A7 e A8 (4,76%). Em P15, as alterações foram mais frequentes nas amostras: A4 




6.2.3 FISH  
 
Foram utilizadas sondas produzidas a partir de clones do genoma de Mus 
musculus, com loci em quatro cromossomos distintos, 5, 10, 15 e X (FIGURA 9). 
Para cada amostra e passagem foram analisados, no mínimo, 100 núcleos 
interfásicos, totalizando mais de 1.200 núcleos em cada passagem. Foram 
identificados núcleos com número de sinais correspondentes a alterações 







FIGURA 9 –  SÍTIOS DE HIBRIDAÇÃO DAS SONDAS UTILIZADAS 
NO ESTUDO, NOS CROMOSSOMOS DE Mus 
musculus. 
FONTE: O autor (2014). 
 
 
Foram identificados núcleos com número de sinais de hibridação coincidente 
com alterações numéricas em todas as amostras, nas três passagens selecionadas 
para análise. Em P3, 14,45%±11,51% dos núcleos exibiram número de sinais de 
hibridação anormal, enquanto em P9 e P15 estes corresponderam a 




GRÁFICO 13 –  PROPORÇÃO DE NÚCLEOS COM NÚMERO DE SINAIS 
CORRESPONDENTES AO CARIÓTIPO ANORMAL, PARA AS 
SONDAS UTILIZADAS. 






A maior proporção de núcleos exibindo número de sinais de hibridação 
correspondentes à normalidade (dissomia) para os dois conjuntos de sondas 
(FIGURAS 10 e 11) foi identificada na amostra A4 em P3, igual a 94,50%; enquanto 
a maior proporção de núcleos com número de sinais coincidentes com alterações 
numéricas (FIGURA 12) correspondeu a 98,00%, identificada nas amostras A5 e A8 




(A)     (B) 
  
(C)     (D) 
FIGURA 10 –  HIBRIDAÇÃO EM NÚCLEO INTERFÁSICO DA 
AMOSTRA A4 EM P3, APRESENTANDO NÚMERO DE 
SINAIS FLUORESCENTES CORRESPONDENTES AO 
CONJUNTO NORMAL DOS CROMOSSOMOS X E 5. (A) 
NÚCLEO CORADO COM DAPI. (B) SINAL 
FLUORESCENTE DA HIBRIDAÇÃO DA SONDA 
DERIVADA DO CLONE 243O4 (CROMOSSOMO X, 
BANDA A1), MARCADO POR MEIO DO KIT 
FISHBRIGHT® 495 GREEN. (C) SINAIS DE 
HIBRIDAÇÃO DA SONDA DERIVADA DO CLONE 433H2 
(CROMOSSOMO 5, BANDA A3), MARCADO POR MEIO 
DO KIT FISHBRIGHT® 550 RED/ORANGE. (D) IMAGEM 
COMBINADA A PARTIR DAS IMAGENS A, B E C. 





   
(A)     (B) 
   
(C)     (D) 
FIGURA 11 –  HIBRIDAÇÃO EM NÚCLEO INTERFÁSICO DA 
AMOSTRA A4 EM P3, APRESENTANDO NÚMERO 
DE SINAIS FLUORESCENTES CORRESPONDENTES 
AO CONJUNTO NORMAL DOS CROMOSSOMOS 10 
E 16. (A) NÚCLEO CORADO COM DAPI. (B) 
HIBRIDAÇÃO COM SONDA DERIVADA DO CLONE 
313M8 (CROMOSSOMO 10, BANDA D1, SETAS), 
MARCADO POR MEIO DO KIT FISHBRIGHT® 495 
GREEN. (C) HIBRIDAÇÃO COM SONDA DERIVADA 
DO CLONE 77N6 (CROMOSSOMO 16, BANDA A2, 
SETAS), MARCADO POR MEIO DO KIT 
FISHBRIGHT® 550 RED/ORANGE. (D) IMAGEM 
COMBINADA A PARTIR DAS IMAGENS A, B E C. 




A proporção de núcleos com número de sinais fluorescentes correspondente 
ao cariótipo normal apresentou redução estatisticamente significante entre os 






FIGURA 12 – HIBRIDAÇÃO EM NÚCLEO 




CINZAS: CROMOSSOMOS X. 
SETAS BRANCAS: 
CROMOSSOMOS 5. 





GRÁFICO 14 –  PROPORÇÃO DE NÚCLEOS 
COM NÚMERO NORMAL DE 
SINAIS POR SONDA, POR 
PASSAGEM (ANOVA E TESTE 
DE TUKEY). 






Quanto ao número médio de cromossomos, a técnica de FISH evidenciou o 
aumento, principalmente entre P3 e P9 (p<0,01), representado pelo aumento de 




tetrassomias de 8,60%±6,59% para 32,95%±14,11%; e de núcleos com polissomias 
de 0,30%±0,50% para 6,70%±5,37% (GRÁFICO 15). 
Entre as passagens P9 e P15, diferentemente do que foi identificado por 
cariotipagem, também foi observada redução significativa (p<0,01) na proporção de 
núcleos normais, com aumento dos núcleos aneuplóides. Também as frequências 





GRÁFICO 15 –  SOMIAS DETECTADAS POR FISH POR 
PASSAGEM DO CULTIVO. 




6.2.4 Imunofenotipagem por citometria de fluxo 
 
Células da última passagem do cultivo de cada amostra (P15 para as 
amostras A1, A4-A10; P13 para A2 e P10 para A3) e células criopreservadas em P3 
e P9 das amostras A2 e A3, bem como células cultivadas do tumor de Ehrlich, foram 
avaliadas quanto à expressão dos marcadores CD34, CD45, CD73, CD90.1, CD105, 
e viabilidade, por meio da análise da ligação ao corante Anexina-7AAD. 
A expressão do marcador foi considerada negativa (-) quando a intensidade 
média de fluorescência no pool celular sob avaliação não diferia significativamente 
da fluorescência média no controle celular e/ou no controle isotípico; positiva, com 
expressão moderada (+) quando a média do pool celular avaliado foi ≅10× maior 
que a média do controle celular e/ou controle isotípico; e positiva, com forte 




As amostras apresentaram viabilidade média elevada (96,39%±5,66%) e 
perfil negativo quanto à expressão dos marcadores CD34 (+ ≤3,26%), CD45 (+ 
≤2,69%) e CD90.1 (+ ≤1,19%). À exceção da amostra A5 (CD73+, 31,55%), todas as 
demais se mostraram negativas também para a expressão de CD73 (+ ≤2,69%). 
Quanto à expressão do marcador CD105, foram identificados três perfis 
(TABELA 5): (1) expressão na quase totalidade do pool celular (CD105+ e/ou 
CD105++ ≥99,02%); (2) expressão em apenas uma fração celular (CD105+ ≤44,02%) 
ou variação de negativa a moderada (CD105-/+ ≥98,25%); e (3) ausência de 
expressão no pool celular (CD105- ≥99,42%). 
 
 
TABELA 5 – PERFIS DE EXPRESSÃO PARA O MARCADOR CD105 NAS 
AMOSTRAS DE CTMA CULTIVADAS. 
PERFIL CD105 AMOSTRAS 
1 
++ (99,02%) e - (0,98%) 
-/++ (99,56%) e - (0,44%) 
A8 
A9 
 + (≥99,08%) e - (≤0,92%) A1, A4 
2 
+ (≥16,65%) e -/+ (≥36,20%) 
+ (44,02%) e - (55,98%) 
-/+ (98,25%) e - (1,75%) 
A6 e A7 
A5 
A10 
3 - (≥99,42%) A2(P13), A3(P10) 
AMOSTRAS CRIOPRESERVADAS 
2 + (71,47%) e -/+ (28,53%) A2(P3) 
2 + (48,32%) e -/+ (51,68%) A2(P9) 
2 + (71,58%) e - (28,42%) A3(P3) 
3 - (99,32%) A3(P9) 
LEGENDA: ++ EXPRESSÃO FORTE; + EXPRESSÃO MODERADA; – NÃO 
EXPRESSO (POPULAÇÃO NEGATIVA); -/+ EXPRESSÃO VARIANDO DE 
NEGATIVA A MODERADA NA MESMA POPULAÇÃO CELULAR; -/++ 
EXPRESSÃO VARIANDO DE NEGATIVA A FORTE NA MESMA POPULAÇÃO 
CELULAR. 
FONTE: O autor (2013). 
 
 
O perfil 1 foi identificado nas amostras A1, A4, A8 e A9 (FIGURA 13). Nas 
amostras A1, A4 e A8 foram detectadas populações celulares com expressão 
homogênea de CD105. A1 e A4 foram caracterizadas como CD105+ (≥99,08%), 
enquanto a amostra A8 foi caracterizada como CD105++ (≥99,02%). Já a amostra 
A9, também classificada no perfil 1, apresentou variação na intensidade de 
expressão de CD105 de negativa à forte expressão (CD105-/++ 99,56%). 
O perfil 2 foi identificado nas amostras A5, A6, A7 (FIGURA 14) e A10 
(FIGURA 15). Nas amostras A5, A6 e A7 foram detectadas duas subpopulações 




(55,98%) na amostra A5; e como CD105-/+ (≥36,20%) nas amostras A6 e A7. Na 
amostra A10 foi identificada um único pool celular com variação na expressão do 
marcador, de negativa a positiva moderada (CD105-/+ 98,25%). 
O perfil 3, caracterizado como de não expressão de CD105, foi identificado 
nas amostras A2 em P13 e A3 em P10 (CD105+ ≤0,53%, FIGURA 16). Este perfil foi 
o identificado também na alíquota criopreservada da amostra A3 em P9 (CD105+ 
0,68%), que também se mostrou negativa para os outros marcadores estudados 
(CD34- 98,91%, CD45- 99,60%, CD73- 99,06% e CD90.1- 98,59%). 
Quanto às demais alíquotas criopreservadas, as da amostra A2 em P3 
(FIGURA 17) e P9 exibiram duas subpopulações, uma com expressão homogênea 
do marcador, caracterizada como CD105+, que correspondeu a 71,47% e 48,32% 
das células em P3 e P9, respectivamente; e outra subpopulação exibindo variação 
na expressão desse marcador, caracterizada como CD105-/+ (28,53% em P3 e 
51,68% em P9). Ambas alíquotas exibiram perfil negativo para a expressão dos 
demais marcadores (CD34+ ≤2,72%, CD45+ ≤0,42%, CD73+ ≤1,27% e CD90.1+ 
≤0,79%). 
Também a alíquota criopreservada da amostra A3 em P3 (FIGURA 18) 
apresentou duas subpopulações, sendo porém, uma com expressão homogênea do 
marcador (CD105+ 71,47%) e outra negativa (CD105-, 28,42%). Quanto aos demais 
marcadores, essa alíquota foi classificada como negativa (CD34- 97,28%, CD45- 
99,85%, CD73- 97,71% e CD90.1- 97,79%) 
Quanto às células cultivadas do tumor de Ehrlich, estas também exibiram 
elevada viabilidade (99,19%) e ausência de expressão de todos os marcadores sob 
análise: CD34- (CD34+ ≤1,77%), CD45- (CD45+ ≤0,09%), CD73- (CD73+ ≤0,22%), 
CD90.1- (CD90.1+ ≤0,19%) e CD105- (CD105+ ≤0,10%). 
Os resultados para a expressão do marcador CD105 nas amostras A2 e A3 
nas passagens nas quais seus cultivos foram interrompidos, combinados aos da 
avaliação das alíquotas criopreservadas em P3 e P9 mais a variação identificada 
nas demais amostras em P15, evidenciou a ocorrência de perda de expressão do 
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FIGURA 13 –  CITOMETRIA DE FLUXO DAS AMOSTRAS A1, A4, A8 E A9, EXIBINDO 
ESPECTRO DE DISTRIBUIÇÃO DE CÉLULAS NÃO MARCADAS (AZUL CLARO), 
MARCADAS COM ANTICORPOS ISOTIPOS (AZUL ESCURO) E COM 
ANTICORPOS ANTI-CD105 (ROSA). (A) DOT-PLOT (PerCP × PE-A) E (B) 
HISTOGRAMA (DENSIDADE × PE-A) DA AMOSTRA 8. (C) DOT-PLOT (PerCP × 
PE-A) COM CURVAS DE DENSIDADE E (D) HISTOGRAMA (DENSIDADE × PE-A)  
DA AMOSTRA A9. (E) HISTOGRAMA (DENSIDADE × PE-A) DA AMOSTRA A1. (F) 
HISTOGRAMA (DENSIDADE × PE-A) DA AMOSTRA A4.  
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FIGURA 14 – CITOMETRIA DE FLUXO DAS AMOSTRAS A5, A6 E A7, EXIBINDO 
ESPECTRO DE DISTRIBUIÇÃO DE CÉLULAS NÃO MARCADAS (AZUL 
CLARO), MARCADAS COM ANTICORPOS ISOTIPOS (AZUL ESCURO) E COM 
ANTICORPOS ANTI-CD105 (ROSA). (A) DOT-PLOT (PerCP × PE-A) COM 
CURVAS DE DENSIDADE E (B) HISTOGRAMA (DENSIDADE × PE-A) DA 
AMOSTRA A5. (C) DOT-PLOT (PerCP × PE-A) COM CURVAS DE DENSIDADE 
E (D) HISTOGRAMA (DENSIDADE × PE-A) DA AMOSTRA A6.  (E) DOT-PLOT 
(PerCP × PE-A) COM CURVAS DE DENSIDADE E (F) HISTOGRAMA 
(DENSIDADE × PE-A) DA AMOSTRA A7. 
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FIGURA 15 – CITOMETRIA DE FLUXO DA AMOSTRA A10 EXIBINDO ESPECTRO DE 
DISTRIBUIÇÃO DE CÉLULAS NÃO MARCADAS (AZUL CLARO), MARCADAS 
COM ANTICORPOS ISOTIPOS (AZUL ESCURO) E COM ANTICORPOS ANTI-
CD105 (ROSA). (A) DOT-PLOT (PerCP × PE-A) COM CURVAS DE 
DENSIDADE. (B) HISTOGRAMA (DENSIDADE × PE-A). 
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FIGURA 16 – CITOMETRIA DE FLUXO DAS AMOSTRAS A2 (P13) E A3 (P10) EXIBINDO 
ESPECTRO DE DISTRIBUIÇÃO DE CÉLULAS NÃO MARCADAS (AZUL 
CLARO), CÉLULAS MARCADAS COM ANTICORPOS ISOTIPOS (AZUL 
ESCURO) E COM ANTICORPOS ANTI-CD105 (ROSA). (A) DOT-PLOT (PerCP 
× PE-A) COM CURVAS DE DENSIDADE E (B) HISTOGRAMA (DENSIDADE × 
PE-A) DA MESMA DA AMOSTRA A2. (C) DOT-PLOT (PerCP × PE-A) COM 
CURVAS DE DENSIDADE E (D) HISTOGRAMA DA AMOSTRA A3. 





     
(A)           (B) 
FIGURA 17 – CITOMETRIA DE FLUXO DA AMOSTRA A2 EM P3 EXIBINDO ESPECTRO DE 
DISTRIBUIÇÃO DE CÉLULAS NÃO MARCADAS (AZUL CLARO), MARCADAS 
COM ANTICORPOS ISOTIPOS (AZUL ESCURO) E COM ANTICORPOS ANTI-
CD105 (ROSA). (A) DOT-PLOT (PerCP × PE-A) COM CURVAS DE 
DENSIDADE E (B) HISTOGRAMA (DENSIDADE × PE-A). 
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FIGURA 18 – CITOMETRIA DE FLUXO DA AMOSTRA A3 EM P3 EXIBINDO ESPECTRO DE 
DISTRIBUIÇÃO DE CÉLULAS NÃO MARCADAS (AZUL CLARO), MARCADAS 
COM ANTICORPOS ISOTIPOS (AZUL ESCURO) E COM ANTICORPOS ANTI-
CD105 (ROSA). (A) DOT-PLOT (PerCP × PE-A) COM CURVAS DE 
DENSIDADE E (B) HISTOGRAMA (DENSIDADE × PE-A). 







FIGURA 19 –  HIPÓTESE SOBRE A PERDA DE EXPRESSÃO DO MARCADOR CD105 DURANTE 
O CULTIVO CELULAR. CÍRCULOS AGRUPADOS NA PORÇÃO SUPERIOR 
REPRESENTAM CÉLULAS COM DIFERENTES NÍVEIS DE EXPRESSÃO DE 
CD105. CÍRCULOS E BARRAS HORIZONTAIS NA METADE INFERIOR DA FIGURA 
REPRESENTAM POPULAÇÕES CELULARES DAS DIFERENTES AMOSTRAS. 
LINHAS PONTILHADAS HORIZONTAIS LIGAM SUBPOPULAÇÕES CELULARES 
COM DIFERENTES PERFIS DE EXPRESSÃO NA MESMA AMOSTRA E 
PASSAGEM. A INTENSIDADE DE COR DECRESCENTE DA ESQUERDA PARA A 
DIREITA REPRESENTA A REDUÇÃO NA EXPRESSÃO DO MARCADOR. 
FONTE: O autor (2014). 
 
 
6.2.5 Diferenciação celular adipogênica e osteogênica in vitro 
 
Todos as amostras cultivadas até P15 mantiveram, nesta passagem, 
potencial de diferenciação adipogênico e osteogênico, exibindo perfil in vitro 
compatível com estas diferenciações (FIGURA 20). Também a amostra A2, cujo 
cultivo foi interrompido em P13, exibiu nesta passagem, perfil compatível com o 
dessas diferenciações (FIGURA 21). O cultivo A3, interrompido em P10, não foi 
submetido à diferenciação devido às suas células apresentarem proliferação em 
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FIGURA 20 –  PERFIL DE DIFERENCIAÇÃO CELULAR IN VITRO EXIBIDO PELAS 
AMOSTRAS A1, A4-A10 EM P15. (A) DIFERENCIAÇÃO ADIPOGÊNICA. 
(B) CONTROLE NEGATIVO DE DIFERENCIAÇÃO ADIPOGÊNICA. (C) 
DIFERENCIAÇÃO OSTEOGÊNICA. (D) CONTROLE NEGATIVO DE 
DIFERENCIAÇÃO OSTEOGÊNICA. 
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FIGURA 21 – PERFIL DE DIFERENCIAÇÃO CELULAR IN VITRO EXIBIDO PELA 
AMOSTRA A2 EM P13. (A) DIFERENCIAÇÃO ADIPOGÊNICA. (B) 
CONTROLE NEGATIVO DE DIFERENCIAÇÃO ADIPOGÊNICA. (C) 
DIFERENCIAÇÃO OSTEOGÊNICA. (D) CONTROLE NEGATIVO DE 
DIFERENCIAÇÃO OSTEOGÊNICA. 




6.2.6 Avaliação do potencial tumorigênico in vivo  
 
Células da última passagem do cultivo de cada amostra (P15, para as 
amostras A1, A4-A10; P13 para A2 e P10 para A3) foram avaliadas quanto ao 
potencial tumorigênico in vivo, por meio da inoculação em camundongos fêmeas da 
linhagem imunodeficiente NOD.CB17-Prkdc(scid)/J. 
Os inóculos foram constituídos de alíquotas de 5×105 células 
acondicionadas em 500 µL de PBS estéril. A viabilidade celular média nos inóculos, 
obtida por meio da coloração de azul de trypan e contagem em hemocitômetro, foi 
de 94,96%±0,02%, com valores mínimo e máximo iguais a 90,69%±4,80% e 








    
(A)                (B) 
FIGURA 22 – INOCULAÇÃO DE CTMA EM ANIMAIS IMUNODEFICIENTES. (A) INJEÇÃO 
SUBCUTÂNEA. (B) VIABILIDADE CELULAR MÉDIA DE CADA INÓCULO. 




A inoculação de células de oito amostras (A1, A4-A10) não exibiu sinais de 
tumoração durante o período de avaliação de sessenta dias (FIGURA 23), enquanto 
as células provenientes da amostras A2 e A3, assim como das células do tumor de 
Ehrlich (controle positivo), resultaram em processos tumorais locais. Para a 
inoculação da amostra A2, foi observada também a ocorrência de infiltração com 
inchaço abdominal compatível com tumoração ascítica, aos quarenta e cinco dias de 
avaliação (FIGURA 24). 
Os animais inoculados com as amostras A2, A3 e do controle positivo, 
exibiram sinais de tumoração já à primeira avaliação por palpação, cinco dias após a 
inoculação. O animal inoculado com a amostra A2 exibiu, aos 45 dias de avaliação, 
inchaço abdominal sugestiva de tumoração ascítica.   
Estes animais foram submetidos à eutanásia antes de se completarem 60 
dias de avaliação, devido à identificação de pontos sugestivos de necrose na pele 
sobrejacente ao processo tumoral ou letargia. O animal inoculado com a amostra A3 
foi submetido à eutanásia aos 30 dias, e do controle positivo, aos 34 dias, ambos 
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FIGURA 23 –  CAMUNDONGOS FÊMEAS DA LINHAGEM NOD.CB17-PRKDC(SCID)/J, 
60 DIAS APÓS INOCULAÇÃO SUBCUTÂNEA DE CTMA CULTIVADAS. (A) 
ANIMAIS INOCULADOS COM AS AMOSTRAS A4, A7, A9 E A1, 
RESPECTIVAMENTE. (B) ANIMAL INOCULADO COM A AMOSTRA A5. 
(C) ANIMAL INOCULADO COM A AMOSTRA A6. (D) CIRURGIA 
EXPLORATÓRIA PARA IDENTIFICAÇÃO DE POSSÍVEL TUMORAÇÃO, 
NO MESMO LOCAL DA INSERÇÃO DO INÓCULO DA AMOSTRA A10. 




Aos 50 dias de avaliação, o animal inoculado com a amostra A2 foi 
submetido à eutanásia devido à letargia apresentada. Deste animal foram coletados 
5 mL de líquido peritoneal, contendo 1,67×108 células com viabilidade média, obtida 
por meio da coloração por azul de trypan e contagem em hemocitômetro, de 
79,76%±5,05%; também foi extraído tumor sólido com massa de 4,28 g, 
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FIGURA 24 – CAMUNDONGO FÊMEA DA LINHAGEM NOD.CB17-PRKDC(SCID)/J, 50 
DIAS APÓS INOCULAÇÃO DE CÉLULAS DA AMOSTRA A2. 
EVIDENCIAM-SE: (A) A PRESENÇA DE PROCESSO TUMORAL SÓLIDO 
SOB A PELE (SETA) E (B) INCHAÇO VENTRAL DEVIDO À INFILTRAÇÃO 
NA CAVIDADE ABDOMINAL (SETA). (C) CIRURGIA EXPLORATÓRIA 
PARA REMOÇÃO DO TUMOR SUBCUTÂNEO (SETA). (D) LÍQUIDO 
ABDOMINAL (TUMOR ASCÍTICO) E TUMOR SÓLIDO COLETADOS. 




Do animal inoculado com a amostra A3, foi extraído tumor sólido subcutâneo 
com massa de 1,56 g, correspondente a 6,00% do peso do animal (FIGURA 25). 
Também do animal inoculado com o controle positivo foi extraído tumor sólido 
subcutâneo (FIGURA 26), o qual apresentou aspecto macroscópico similar ao dos 
tumores removidos dos animais inoculados com as amostras A2 e A3. 
As células recuperadas em meio de cultivo a partir de fragmentos dos 
tumores derivados das amostras A2 e A3 foram avaliadas imunofenotipicamente por 
meio de citometria de fluxo e apresentaram o mesmo perfil 3, comum às amostras 
A2 em P13; A3 em P10 e P9 (alíquota criopreservada) e do tumor de Ehrlich, como 
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FIGURA 25 – CAMUNDONGO FÊMEA DA LINHAGEM NOD.CB17-PRKDC(SCID)/J, 30 
DIAS APÓS INOCULAÇÃO DE CÉLULAS DA AMOSTRA A3. (A) 
OBSERVAÇÃO DA PRESENÇA DE PROCESSO TUMORAL SÓLIDO SOB 
A PELE (SETA).  (B) CIRURGIA EXPLORATÓRIA PARA REMOÇÃO DO 
TUMOR (SETA). (C) TUMOR SÓLIDO EXTRAÍDO. (D) TRANSFERÊNCIA 
DE EXPLANTES DO TUMOR PARA GARRAFA DE CULTIVO. (E) 
CÉLULAS EXTRAVASANDO DO EXPLANTE PARA O MEIO DE CULTIVO 
(SETA). (F) CÉLULAS EM SUSPENSÃO NO MEIO DE CULTIVO. 









(A)      (B) 
  
(C)      (D) 
FIGURA 26 – CAMUNDONGO FÊMEA DA LINHAGEM IMUNODEFICIENTE NOD.CB17-
PRKDC(SCID)/J, 34 DIAS APÓS INOCULAÇÃO DE CÉLULAS DO 
CONTROLE POSITIVO (TUMOR DE EHRLICH). (A) PRESENÇA DE 
TUMOR SÓLIDO SOB A PELE (SETA).  (B) CIRURGIA EXPLORATÓRIA 
PARA REMOÇÃO DO TUMOR (SETAS). (C) TUMORES SÓLIDOS 
EXTRAÍDOS. (D) CÉLULAS PROVENIENTES DE EXPLANTES DOS 
TUMORES, EM SUSPENSÃO NO MEIO DE CULTIVO. 




6.3 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DOS TUMORES IDENTIFICADOS 
 
Três fragmentos dos tumores sólidos derivados das amostras A2 e A3 foram 
encaminhados para avaliação histopatológica. Para ambos, foi evidenciado “aspecto 
histológico condizente com processo neoplásico maligno indiferenciado com células 
redondas pequenas e células epitelióides” (ANEXO 7). 
Dentre os achados histológicos, destacam-se as atipias, representadas por 
multinucleação, macronucléolos, cromatina grosseira e irregular; a atividade mitótica 
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FIGURA 27 – FOTOMICROGRAFIAS DA AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA DOS 
TUMORES DERIVADOS DAS AMOSTRAS A2 (A E B) E A3 (C E D), 
CORADOS COM HEMATOXILINA/EOSINA. DESTACAM-SE: (A) 
NÚCELOS COM CROMATINA GROSSEIRA (SETAS VERTICAIS) (400×) E 
MACRONÚCLOES (SETAS HORIZONTAIS) (100×); (B) EXTENSA ÁREA 
DE NECROSE (SETA) (100×); (C) CÉLULAS EM MITOSE (SETAS); (D) 
MITOSE ATÍPICA (SETA) (100×). 




6.4 ANÁLISE DE CORRELAÇÃO DOS RESULTADOS 
 
As alterações identificadas por meio dos diferentes métodos de análise 
aplicados encontram-se compiladas na Tabela 6. Para se estimar a correlação dos 
resultados obtidos por meio das diferentes técnicas de análise utilizadas nestes 
estudo, considerou-se os resultados das técnicas Papanicolaou, cariotipagem e 
FISH como quantitativos contínuos, expressos sob a forma de médias e seus 
respectivos desvios; os da técnica de imunofenotipagem por citometria de fluxo 
como qualitativos ordinais, sendo cada perfil identificado (1-3) um estadiamento na 




qualitativos nominais (formação ou não do tumor) (RIUS DIAZ, BARON LOPES, 
2007). 
Assim, a correlação dos resultados das técnicas Papanicolaou, cariotipagem 
e FISH foi estimada por meio do teste de Pearson; enquanto a correlação dos 
resultados dessas e os das técnicas de imunofenotipagem e tumorigênese, pelo 
teste de Wilcoxon. Os resultados destas duas entre si foram comparados por meio 
do teste estatístico qui-quadrado (TABELAS 7 e 8). 
 
 




RESULTADOS EM CADA MÉTODO DE ANÁLISE 
PAPANICOLAOU 
(ALTERAÇÃO - %) 
CARIOTIPAGEM 
(CARIÓTIPO  
ALTERADO - %) 
FISH 
(NÚCLEOS 









P3 0,55 20,00 11,00 NA NA NA 
P9 1,52 100,00 84,00 NA NA NA 
P15 3,13 100,00 89,50 Positivo (1) CD105+ Negativo 
A2 
P3 0,47 52,39 42,00 NA (2) CD105+/CD105-/+ NA 
P9 3,06 95,23 88,00 NA (2) CD105+/CD105-/+ NA 
P13 NA NA NA Positivo (3) CD105- Positivo* 
A3 
P3 2,71 9,53 6,00 NA (2) CD105+/CD105- NA 
P9 6,78 71,43 72,00 NA (3) CD105- NA 
P10 NA NA NA NR  (3) CD105- Positivo 
A4  
P3 0,68 35,30 5,50 NA NA NA 
P9 1,41 NC 70,50 NA NA NA 
P15 2,87 95,24 96,00 Positivo (1) CD105+ Negativo 
A5 
P3 0,85 40,00 26,50 NA NA NA 
P9 1,28 NC 97,50 NA NA NA 
P15 1,89 100,00 98,00 Positivo (2) CD105+/CD105- Negativo 
A6 
P3 1,43 23,53 16,00 NA NA NA 
P9 0,82 47,06 43,00 NA NA NA 
P15 3,56 76,20 75,00 Positivo (2) CD105+/CD105-/+ Negativo 
A7 
P3 0,20 9,53 6,00 NA NA NA 
P9 0,45 90,00 77,00 NA NA NA 
P15 1,61 80,96 77,50 Positivo (2) CD105+/CD105-/+ Negativo 
A8 
P3 0,82 12,50 9,00 NA NA NA 
P9 1,20 100,00 91,50 NA NA NA 
P15 1,77 100,00 98,00 Positivo (1) CD105++ Negativo 
A9 
P3 0,56 14,29 11,00 NA NA NA 
P9 2,04 100,00 95,50 NA NA NA 
P15 2,22 100,00 91,50 Positivo (1) CD105-/++ Negativo 
A10  
P3 1,57 14,29 12,00 NA NA NA 
P9 1,53 100,00 95,50 NA NA NA 
P15 1,32 100,00 93,00 Positivo (2) CD105-/+ Negativo 
LEGENDA: NA – NÃO SE APLICA À METODOLOGIA UTILIZADA; NC – NÃO CONCLUSIVO; NR 
– NÃO REALIZADO; *EXIBIU TAMBÉM CRESCIMENTO SOB A FORMA ASCÍTICA. 












TABELA 7 – VALORES DE CORRELAÇÃO DOS RESULTADOS DAS 
TÉCNICAS PAPANICOLAOU, CARIOTIPAGEM E FISH 
EM P3, P9 E P15 PELO TESTE DE PEARSON, PARA 
VALORES DE α=0,05 E α=0,01. 
 

























Banda G  
0,914 
(p=0,001)* 
LEGENDA: *VALOR SIGNIFICATIVO PARA α=0,01; **VALOR 





TABELA 8 – VALORES DE CORRELAÇÃO DOS RESULTADOS DAS 
TÉCNICAS PAPANICOLAOU, CARIOTIPAGEM E FISH 
EM P3, P9 E P15, COM OS RESULTADOS DAS 
TÉCNICAS DE IMUNOFENOTIPAGEM E 
TUMORIGÊNESE IN VIVO EM P15, PELO TESTE DE 
WICOLXON (Z), PARA VALORES DE α=0,05 E α=0,01; E 
ENTRE IMUNOFENOTIPAGEM E TUMORIGÊNESE IN 
VIVO, EM P15, PELO TESTE QUI-QUADRADO (𝑥2). 
 























P9b   












P15c   
Citometria   
(𝑥2) 3,333 
(p=0,9496) 
*VALOR SIGNIFICATIVO PARA α=0,01; **VALOR SIGNIFICATIVO 
PARA α=0,05; aVALORES ESTIMADOS PARA AS AMOSTRAS A2 E A3 
OBTIDOS POR REGRESSÃO LINEAR; bNÃO PASSÍVEL DE CÁLCULO 
DEVIDO À ANÁLISE INCONCLUSIVA DAS AMOSTRAS A4 E A5; cNÃO 
PASSÍVEL DE CÁLCULO DEVIDO ÀS AMOSTRAS A2 E A3 NÃO 






Os resultados obtidos por meio da técnica de Papanicolaou, nas três 
passagens de análise, exibiram forte correlação com os resultados das técnicas de 
Imunofenotipagem e/ou Tumorigênese. Em P3 foi observada correlação significativa 
com a Tumorigênese (p=0,0016) e em P9, com a imunofenotipagem (p=0,0159) e 
tumorigênese (p=0,0003). Em P15, considerando os valores estimados para as 
amostras A2 e A3, obteve-se novamente correlação significativa com a 
imunofenotipagem (p=0010), sendo o valor correspondente à correlação com a 
tumorigênese p=0,0539 (TABELA 7). 
As técnicas de cariotipagem e FISH exibiram valores significativos de 
correlação em todas as passagens, sendo 0,825 (p=0,003) em P3, 0,963 (p=0,023) 
em P9 e 0,914 (p=0,001) em P15 (TABELA 7). Os resultados obtidos na técnica de 
cariotipagem em P3 exibiram correlação significativa também com os das técnicas 
de imunofenotipagem e tumorigênese (p=0,0002, TABELA 8). Não foi possível 
estimar as correlações dos resultados da técnica de cariotipagem em P9 e P15. Em 
P9 em razão do cariótipo inconclusivo das amostras A4 e A5 e, em P15, devido ao 
fato de não se ter o cariótipo das amostras A2 e A3. 
Foi observada estreita correlação entre os resultados das técnicas de 
cariotipagem e FISH, tanto em razão do tipo de alteração identificado por meio 
destas técnicas (GRIMES et al., 2009; FERREIRA et al., 2012; BARKHOLT et al., 
2013) quanto pela elevada frequência de alterações identificadas mesmo por meio 
da cariotipagem. 
A técnica de FISH também exibiu correlação dos resultados em P3 e P9 com 
os das técnicas de imunofenotipagem e tumorigênese, com valores de p=0,0022 em 
P3 e p=0,0006 em P9 para ambas as técnicas. Também a análise dos resultados 
obtidos por meio das técnicas de imunofenotipagem e tumorigênese demonstrou 
forte dependência recíproca (p=0,9210, TABELA 8). 
Não foi observada correlação entre os resultados das técnicas de 
Papanicolaou e Cariotipagem em nenhuma das passagens avaliadas; e apenas os 
resultados das técnicas de Papanicolaou e FISH em P15 apresentaram valor 






7.1 CULTIVO DAS AMOSTRAS DE CTMAs 
 
As células cultivadas de todas as amostras exibiram aspecto morfológico 
fibroblastóide e padrão de crescimento nos frascos de cultivo compatíveis com a 
caracterização literária de CTMAs obtidas a partir de Mus musculus (YAMAMOTO et 
al., 2007; SUNG et al., 2008; MIZUNO, 2009; TAHA, HEDAYATI, 2010). Este perfil foi 
mantido em todas as amostras entre P1 e P9 e em oito das dez amostras (A1, A4-
A10) até P15. 
Diferentemente do relatado na maioria dos trabalhos porém, foi observada 
modificação no perfil proliferativo das CTMAs durante o cultivo. Esta modificação foi 
evidenciada pela redução do tempo médio de duplicação e antecipação do período de 
crescimento exponencial entre as passagens P3 e P15, justificando a redução 
observada no tempo médio de cultivo entre as passagens a partir de P5.  
Esta redução seria resultante da seleção de células com maior capacidade 
proliferativa nas primeiras passagens, como já evidenciado em trabalhos com 
diferentes CTM (MIURA et al., 2006; TOLAR et al., 2007; CHOUMERIANOU et al., 
2008; MOHSENY et al., 2009; XU et al., 2012). 
Duas amostras, A2 e A3, apresentaram modificações morfológicas no cultivo 
e alteração mais significativa do perfil proliferativo, com período de crescimento 
exponencial prolongado e abundância de células com formato globular, não aderentes 
e viáveis. Em especial na amostra A3, essas células substituíram na quase totalidade 
as células aderentes e mantiveram elevado potencial proliferativo, similar ao das 
células do tumor de Ehrlich. Tais achados levaram à hipótese da ocorrência de 
transformação espontânea nessas amostras, como já relatado para cultivos de outras 
CTMs de camundongos, como CTMOs (ZHOU et al., 2006; TOLAR et al., 2007; 
MOHSENY et al., 2009; JEONG et al., 2011; XU et al., 2012) e CTM derivadas da 






7.2 ALGORITMO DE ANÁLISE 
 
Recentemente, Irioda et al. (2011) propuseram um algoritmo para a 
padronização da triagem dos cultivos de CTM, visando avaliar a segurança do uso 
destes em transplantes. Neste algoritmo foram combinadas as técnicas de 
Papanicolaou, imunofenotipagem por citometria de fluxo, FISH, cariotipagem e a 
avaliação in vivo do potencial tumorigênico.  
Com o intuito de avaliar a eficiência da combinação de tais técnicas na triagem 
de cultivos de CTMAs, paralelamente aos procedimentos usuais para o 
acompanhamento do cultivo das amostras e avaliação cinética, alíquotas de cada 
amostra foram avaliadas nas passagens P3, P9 e P15. A seleção destas passagens 
possibilitou comparar períodos de cultivo caracterizados consensualmente como de 
curta (P3) e de longa duração (P15) (LIU et al., 2006; BOCHKOV et al., 2007; ZHANG 
et al., 2007b; IZADPANAH et al., 2008; FERREIRA et al., 2012); além de um período 
intermediário (P9), para o qual a definição como de curta ou longa duração pode exibir 
divergência (BOCHKOV et al., 2008; MEZA-ZEPEDA et al., 2008; BUYANOVSKAYA 




O teste de Papanicolaou não é aplicado habitualmente na avaliação de CTM 
cultivadas. Irioda et al. (2011) foram os primeiros a relatar este tipo de aplicação da 
técnica, incluindo-a como a primeira no algoritmo proposto. Na mesma publicação, os 
autores também relataram a detecção de alterações em CTMAs humanas. 
Em seu escopo original, a técnica de Papanicolaou é uma ferramenta com 
ótima relação custo-benefício utilizada na prevenção e diagnóstico do câncer de colo 
de útero tendo, por isso, sido incluída na triagem rotineira da população feminina 
adulta em diferentes países (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2011; NATIONAL 
CANCER INSTITUTE, 2014). Sua eficiência e especificidade são alvos frequentes de 
avaliação por meio de diferentes metodologias. 
Avaliações baseadas na repetição do teste, como o de Soost et al. (1991) por 
exemplo, estimaram a sensibilidade e especificidade global dessa técnica em ≅80% 
e ≅99,4%, respectivamente. Estudos utilizando limiares de detecção, como o de 
Nanda et al. (2003), apesar de identificarem maior variação nos resultados, também 
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obtiveram estimativa elevada tanto para sensibilidade (≅70-80%) quanto para a 
especificidade (≅95%). 
Especificamente na triagem populacional para prevenção do câncer de colo 
uterino, estudos mais recentes têm revelado maior eficiência de outras técnicas 
diagnósticas em relação ao teste de Papanicolaou (KARIMI-ZARCHI et al., 2013; 
WILLIS, HYDE, 2014), contudo, corroborando o proposto por Irioda et al. (2011), 
consideramos que esta técnica pode contribuir significativamente na avaliação de 
CTM e outras células aderentes em cultivos para terapias, tanto em razão da sua 
sensibilidade/especificidade quanto pela facilidade de execução. 
No presente estudo, as alterações identificadas foram agrupadas em duas 
categorias: (1) multinucleação; e (2) morfologia de núcleo. Ambas as alterações são, 
no escopo original de uso da técnica, importantes indicadores. A multinucleação em 
células da cérvice uterina indicam a existência de lesões intra-epiteliais de baixo grau; 
enquanto modificações morfológicas nucleares sugerem a possibilidade da existência 
de lesões intra-epiteliais de alto grau (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 1989; 
APGAR et al., 2003; NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2013). 
As alterações identificadas se mostraram predominantes nas amostras com 
perfil proliferativo modificado. Enquanto a amostra A3 apresentou as maiores 
frequências de alteração em P3 e P9, a amostra A2 exibiu o maior aumento na 
frequência de alterações (P3→P9) entre as amostras e passagens. Estes achados, 
combinados aos parâmetros morfológicos e perfil proliferativo durante o cultivo, 




Também na análise citogenética foram detectadas alterações em todas as 
amostras e passagens, tanto por cariotipagem quanto por FISH. À exemplo das 
alterações detectadas por Papanicolaou, também foi observada tendência de 
aumento na proporção de células com alterações, acompanhando o avanço das 






As alterações identificadas no cariótipo das amostras foram principalmente 
numéricas, com tendência de aumento do número de células com cariótipo anormal e 
também do número médio de cromossomos por metáfase, sobretudo entre P3 e P9.  
A identificação de alterações cromossômicas numéricas tem sido relatada 
com relativa frequência em cultivos de CTM de diferentes organismos, de 
camundongos (TOLAR et al., 2007; DJOJOSUBROTO et al., 2009; JEONG et al., 
2011) a coelhos (AHMADBEIGI et al., 2011) e mesmo humanos (TARTE et al., 2010; 
ESTRADA et al., 2013; FROELICH et al., 2013); tanto em cultivos de curta (TOLAR et 
al., 2007; DJOSUBROTO et al., 2009; TARTE et al., 2010; JEONG et al., 2011), 
quanto de longa duração (DJOSUBROTO et al., 2009; BELLOTTI et al., 2013).  
Os resultados obtidos no presente estudo exibiram concordância com outros 
trabalhos, nos quais também foi observado aumento na frequência de cariótipo 
anormal (MIURA et al.; 2006; FROELICH et al., 2013; ROEMELING-VAN RHIJN et 
al., 2013), e no número de cromossomos por célula com o avanço do cultivo (JOSSE 
et al., 2010; AHMADBEIGI et al., 2011; ESTRADA et al., 2013; WANG et al., 2013). 
Contudo, a frequência de alterações identificadas no presente estudo foi 
significativamente maior que a relatada por estes autores, com exceção apenas ao 
relatado por Josse et al. (2010) e Jeong et al. (2011). 
Alterações cromossômicas estruturais foram identificadas apenas em P9 e 
P15 e consistiram em amplificações extracromossômicas, as quais podem ser 
caracterizadas como fragmentos de cromatina acêntricos. Estas alterações são 
habitualmente encontradas em células tumorais (SHIMIZU, 2011). Também para este 
tipo de alteração foi observada tendência de aumento durante o cultivo. 
A presença destas amplificações em cultivos de CTM com maior duração 
também encontra respaldo na literatura. Miura et al. (2006) descreveram a detecção 
desse tipo de alteração em cultivos de longa duração de CTMO de camundongos. No 
estudo de Miura et al. (2006), as amplificações cromossômicas se apresentaram em 
número maior que o identificado no presente estudo, e continham cópias do gene c-
myc, exibindo portanto, elevado potencial tumorigênico. 
Mesmo não tendo sido possível concluir sobre o cariótipo das amostras A4 e 
A5 em P9, em razão do baixo número de metáfases obtido, essas também exibiram 
tendência de aumento de metáfases anormais, evidenciado pela proporção de 




A técnica de FISH permite complementar a análise citogenética de CTMs, em 
especial quanto à sensibilidade na detecção de alterações cromossômicas numéricas, 
como já demostrado em outros trabalhos com CTMs (BOCHKOV et al., 2007; GRIMES 
et al., 2009; ROEMELING-VAN RHIJN et al., 2013).  
Bochkov et al. (2007) e Grimes et al. (2009) relataram a detecção de 
alterações crípticas à cariotipagem por bandamento G em cultivos de CTMAs 
humanas. Outros trabalhos, como os de Bochkov et al. (2008) e Buyanovskaya et al. 
(2009), utilizaram apenas esta técnica para avaliar CTMs humanas e também 
identificaram a ocorrência de alterações cromossômicas numéricas. 
Nestes estudos com CTMs humanas porém, a frequência de alterações 
identificadas foi significativamente menor que as relatadas no presente estudo em 
CTMAs de camundongos.  O mesmo ocorrendo em relação a trabalhos que 
descrevem transformação espontânea de CTMs de camundongos como Miura et al. 
(2006) e Djojosobruto et al. (2009). 
 
7.2.3 Imunofenotipagem por citometria de fluxo 
 
A caracterização imunofenotípica de CTMs inclui habitualmente a expressão 
dos marcadores CD73, CD90 e CD105; e a ausência da expressão dos marcadores 
CD11b ou CD14, CD19 ou CD79α, CD34, CD45 e complexo maior de 
histocompatibilidade classe II, principalmente HLA-DR (DOMINICI et al., 2006; 
BARKHOLT et al., 2013).  
Em camundongos, a caracterização de CTMs também é realizada 
habitualmente por meio da avaliação do perfil de expressão desses mesmos 
marcadores, em especial de CD34, CD45, CD73, CD90 e CD105 (DOMINICI et al., 
2006; YAMAMOTO et al., 2007; SUNG et al., 2008; STRIOGA et al., 2012; PAZDRO, 
HARRISON, 2013). Contudo, o registro literário da expressão desses e outros 
marcadores em CTMAs de camundongos contém relatos divergentes. 
Pazdro e Harrison (2013) avaliaram CTMAs de três linhagens de 
camundongos quanto à expressão dos marcadores CD44, CD90 e CD105 e 
identificaram diferenças significativas quanto à expressão de CD44 e CD105. CTMAs 
das linhagens C57BL/6J e BALB/cByJ apresentaram menor expressão de CD44 e 
maior de CD105 que as CTMAs da linhagem DBA/2J. Garrovo et al. (2013) por sua 
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vez, identificaram para a mesma linhagem C57BL/6J, níveis muito baixos de 
expressão de CD105 e expressão maior do marcador CD90. 
Variações na expressão de marcadores na mesma amostra também já foram 
descritas. Maddox et al. (2009) relataram a ocorrência de alteração na expressão dos 
marcadores CD73 e CD146 entre passagens dos mesmos cultivos de CTMAs 
(P3→P10). Em P3 ambos os marcadores apresentaram baixa expressão, 
aumentando significativamente até P10. Já os marcadores CD90.2 e CD105, exibiram 
baixa e alta expressão, respectivamente, no mesmo período de avaliação. 
Adicionalmente, a existência em camundongos de duas variantes ortólogas 
para o marcador CD90 humano, CD90.1 e CD90.2, pode responder por parte das 
divergências nos relatos sobre a expressão de “CD90” em camundongos. CD90.1 e 
CD90.2 diferem entre si em apenas um aminoácido, na posição 108 
(glutamina→arginina, CD90.2→D90.1) e na maioria das linhagens, é identificada a 
expressão do marcador CD90.2 (REGE, HAGOOD, 2006). 
A caracterização literária da expressão do marcador “CD90” em CTMs de 
camundongos inclui tanto trabalhos nos quais foram utilizados anticorpos anti-CD90.1 
(LIU et al., 2010), anti-CD90.2 (MADDOX et al., 2009; JOSSE et al., 2010; PAZDRO, 
HARRISON, 2013) e também trabalhos nos quais não foi discriminado o anticorpo 
utilizado (MIURA et al., 2006; YAMAMOTO et al., 2007; GARROVO et al., 2013), 
dificultando a comparação dos resultados.  
Não foram identificados trabalhos com a caracterização da expressão de 
“CD90” em CTMAs de camundongos da linhagem Swiss. Assim, o perfil negativo 
identificado para este marcador nas amostras avaliadas no presente estudo pode 
decorrer do uso do anticorpo anti-CD90.1. 
O marcador cuja expressão exibiu variação significativa entre as amostras, 
com tendência de redução durante o cultivo, foi o CD105. O posicionamento da ISCT 
inclui a expressão desse marcador como um dos critérios para a caracterização das 
CTM humanas (DOMINICI et al., 2006; BARKHOLT et al., 2013) e é corroborado por 
relatos em CTM de camundongos, nos quais sua expressão não exibiu diferença 
significativa entre linhagens de animais ou períodos de cultivo (YAMAMOTO et al., 
2007; SUNG et al., 2008; MADDOX et al., 2009). 
Contudo, há também um grande número de trabalhos relatando a ocorrência 
de variação na expressão de CD105, tanto entre diferentes linhagens de animais e 
amostras, quanto em uma mesma amostra (FIORINA et al., 2009; JIN et al., 2009; 
114 
 
JIANG et al., 2010; ROSU-MYLES et al., 2010; LEVI et al., 2011; CAPRA et al., 2012; 
DIVYA et al., 2012; ANDERSON et al., 2013; GARROVO et al., 2013; LEYVA-LEYVA 
et al., 2013). 
Entre os relatos encontram-se diferenças no nível de expressão entre CTMOs 
de linhagens de camundongos (FIORINA et al., 2009); entre amostras de CTMs 
derivadas do cordão umbilical (JIN et al., 2009; DIVYA et al., 2012) e membrana 
amniótica (LEYVA-LEYVA et al., 2013) de diferentes doadores; entre frações celulares 
das mesmas amostras de CTMAs (JIANG et al., 2010; LEVI et al., 2011; ANDERSON 
et al., 2013) ou mesmo entre diferentes períodos de cultivo da mesma amostra 
(CAPRA et al., 2012; GARROVO et al., 2013). 
Em alguns relatos a divergência identificada na expressão do marcador 
CD105 apresentou correlação com diferenças observadas no potencial de 
diferenciação. Jiang et al. (2010) relataram que CTMAs humanas CD105- exibiram 
maior potencial adipogênico e menores potenciais osteogênico e condrogênico que 
CTMAs CD105+. 
Para o potencial adipogênico, o mesmo foi descrito por Anderson et al. (2013) 
em CTMAs de camundongos, contudo, para estes autores, o potencial osteogênico 
observado foi maior nas CTMAs CD105- que nas CD105+. Levi et al. (2011) obtiveram 
resultados semelhantes aos de Anderson et al. (2013) em CTMAs humanas, mas 
caracterizaram a expressão de CD105 como baixa e não negativa. 
A redução na expressão do marcador CD105 identificada ao longo do cultivo 
de CTMAs no presente estudo corrobora os achados de Capra et al. (2012), para 
CTMAs humanas; e por Rosu-Myles et al. (2010) e Garrovo et al. (2013), em CTMAs 
de camundongos. Contudo, Capra et al. (2012) e Garrovo et al. (2013) não 
identificaram correlação entre a redução dos níveis de expressão desse marcador 
com a ocorrência de outras alterações ou do potencial de diferenciação. Já Rosu-
Myles et al. (2010) sugeriram que a redução observada reflete a substituição das 
CTMAs em cultivo por células progenitoras. 
No presente estudo, a redução significativa na expressão do marcador CD105 
identificada nas amostras A2 e A3, associada ao maior volume de alterações 
detectadas por meio das técnicas Papanicolaou e citogenética, reforçaram a hipótese 
de transformação das mesmas e indicaram a possibilidade desse marcador constituir-




7.2.4 Diferenciação celular in vitro 
 
A manutenção do potencial de diferenciação das CTM sob cultivo é condição 
sine qua non para a obtenção do efeito terapêutico desejado (HWANG et al., 2008; 
STRIOGA et al., 2012). Assim, mesmo não compondo o fluxograma proposto para a 
triagem dos cultivos dessas células, é apenas por meio da indução da diferenciação 
que sua pluripotencialidade pode ser atestada. 
A Sociedade Internacional para a Terapia Celular (International Society for 
Cellular Therapy, ISCT), após empreender esforços na uniformização da 
denominação para as CTM (HORWITZ et al., 2005), indicou entre os critérios mínimos 
para a demonstração da pluripotencialidade das CTMs, a indução da sua 
diferenciação em adipócitos, osteoblastos e condroblastos (DOMINICI et al., 2006). 
O registro literário sobre CTMs no entanto, contém grande diversidade de 
relatos de diferenciação (OSWALD et al., 2004; SHIM et al., 2004; DEZAWA et al., 
2005; SATO et al., 2005; KUO, TUAN, 2008; KRAMPERA et al., 2007; PĂUNESCU et 
al., 2007). Nestes relatos, mesmo quando restrito às CTMAs, incluem tipos celulares 
derivados dos três folhetos embrionários (JEON et al., 2006; TIMPER et al., 2006; 
ANGHILERI et al., 2008; AURICH et al., 2009; BLANDE et al., 2009). 
No presente estudo, todas as amostras que mantiveram padrão fibroblastóide 
de crescimento até P15, bem como a amostra A2 em P13, foram induzidas à 
diferenciação celular in vitro para as linhagens adipogênica e osteogênica. A 
coloração diferencial permitiu a detecção dos depósitos lipídicos citoplasmáticos 
típicos da diferenciação adipogênica, bem como dos depósitos extracelulares de 
cristais de cálcio, típicos da diferenciação osteogênica, em todas as amostras 
submetidas à diferenciação. 
 
7.2.5 Tumorigênese in vivo 
  
A formação de tumores a partir de CTMs cultivadas já foram relatados em 
diferentes trabalhos, tanto em estudos com foco na eficiência terapêutica quanto na 
segurança do transplante (BARTHOLOMEW et al., 2002; STRAUER et al., 2002; 
BROFMAN et al., 2004; COWAN et al., 2004; GUARITA-SOUZA et al., 2004; 2005; 
LIU et al., 2006; MOON et al., 2006; ZHANG et al., 2007a; WAN et al., 2008; AURICH 
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et al., 2009; CHO et al., 2009; LEE et al., 2009; RYU et al., 2009; KIM et al., 2011; LIU 
et al., 2011; CHOI et al., 2012; GARROVO et al., 2013). 
No presente estudo, as duas amostras que exibiram divergência das demais 
quanto aos parâmetros de acompanhamento do cultivo celular, de análise por meio 
das técnicas de Papanicolaou, citogenética e imunofenotipagem por citometria de 
fluxo em relação ao marcador CD105, resultaram no crescimento de uma massa 




7.3 TRANSFORMAÇÃO CELULAR 
 
A ocorrência de transformação espontânea em cultivos de CTs não constitui 
fato raro na literatura. Diversos relatos demonstram sua ocorrência em diferentes 
cultivos de CTs, de CTEs (PRZYBORSKI, 2005; BAKER et al., 2007; TOLAR et al., 
2007; BLUM, BENVENISTY, 2008; YANG et al., 2008; STACHELSCHEID et al., 2013) 
a CTMs (ZHOU et al., 2006; TOLAR et al., 2007; DJOJOSUBROTO et al., 2009; 
MOHSENY et al., 2009; SIEBZEHNRUBL et al., 2009; JEONG et al., 2011; XU et al., 
2012), essencialmente em modelos animais. 
Os poucos relatos da ocorrência de transformação em CTMs humanas 
(RUBIO et al., 2005; RØSLANDO et al., 2009) foram retratados posteriormente, sob a 
alegação de contaminação das amostras (DE LA FUENTE et al., 2010; TORSVIK et 
al., 2010, respectivamente). Neste contexto, o posicionamento predominante é o de 
que a transformação em cultivos de CTs humanas, sobretudo de CTMs, é menos 
provável que em cultivos de CTs de modelos animais (AGUILAR et al., 2007; 
BERNARDO et al., 2007b; FORONI et al., 2007; VILALTA et al., 2008; AVANZINI et 
al., 2009; POLONI et al., 2011; STRIOGA et al., 2012; BARKHOLT et al., 2013). 
 
7.3.1 Transformação celular e alterações cromossômicas 
 
Invariavelmente, as amostras de CTs que originam tumores in vivo exibem um 
diversificado conjunto de alterações durante seus cultivos. Independentemente da 
espécie e tipo celular, o espectro destas alterações incluem desde a amplificação ou 
deleção de loci, mudanças no padrão de metilação, na estrutura e/ou número de 
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cromossomos; até alterações fenotípicas, envolvendo a expressão de enzimas e/ou 
CDs, o perfil proliferativo, o potencial de diferenciação e/ou mesmo sua morfologia 
(SIMONSEN et al., 2002; ZIMMERMANN et al., 2003; MAITRA et al., 2005; MOORE, 
CAMPBELL, 2005; SHAHDADFAR et al., 2005; IMREH et al., 2006; BOCHKOV et al., 
2007; TOLAR et al., 2007; BOCHKOV et al., 2008; CATALINA et al., 2008; DAHL et 
al., 2008; IZADPANAH et al., 2008; TONTI, MANNELLO, 2008; BLUM, BENVENISTY, 
2009; BUYANOVSKAYA et al., 2009; GRIMES et al., 2009; RØSLAND et al., 2009; 
SIEBZEHNRUBL et al., 2009; MAAS et al., 2010; TARTE et al., 2010; BEN-DAVID et 
al., 2011; IRIODA et al., 2011; BEN-DAVID et al., 2012; DUAILIBI et al., 2012; 
HARRISON, 2012; UEYAMA et al., 2012;  BENTIVEGNA et al., 2013; BORGHESI et 
al., 2013; MANDEL et al., 2013; ROEMELING-VAN et al., 2013). 
Dentre as alterações destacam-se habitualmente aquelas envolvendo o 
número e/ou a estrutura dos cromossomos (TOLAR et al., 2007; DJOJOSUBROTO et 
al., 2009; SIEBZEHNRUBL et al., 2009; JEONG et al., 2011). Sua presença no 
entanto, pode não se mostrar determinante da transformação. Tarte et al. (2010), 
Roemeling-van Rhijn et al. (2013) e Wang et al. (2013), por exemplo, relataram a 
identificação de diferentes alterações cromossômicas em cultivos de CTMs, as quais 
não induziram a formação de tumores quando testadas in vivo. 
A correlação entre alterações cromossômicas, especialmente as numéricas, 
e a formação de tumores não é suficientemente compreendida, coexistindo tanto a 
defesa de que essas são subprodutos da transformação celular quanto a de que são 
seus fatores causais (FANG, ZHANG, 2011). Diferentes relatos a partir de modelos 
celulares distintos, tais como micro-organismos (TORRES et al., 2007) e células 
animais (WILLIANS et al., 2008), corroboram tanto um como outro posicionamento. 
No entanto, independentemente da existência ou não de consenso quanto à 
esta questão, é incontestável o fato de que aneuploidias são detectadas na maioria 
dos tumores humanos (HANAHAN, WEINBERG, 2011) e, comparativamente aos 
demais tipos de alterações possíveis no material genético, as aneuploidias são as que 
exibem maior efeito potencial sobre a fisiologia celular, pois resultam em uma 
dosagem anormal de muitos genes simultaneamente (FANG, ZHANG, 2011). 
No presente estudo, alterações cromossômicas numéricas foram detectadas 
em todas as amostras, das quais apenas duas, A2 e A3 se mostraram tumorais. 
Contudo, a proporção de células com cariótipo alterado nas amostras exibiu forte 
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correlação com a formação de tumor, tanto para os valores observados em P3 por 
Cariotipagem e FISH, quanto em P9 por FISH. 
 
7.3.2 Transformação celular e variação do perfil de expressão de CD105 
 
A ocorrência de variação na expressão do marcador CD105 entre amostras 
e/ou períodos de cultivo de CTMs tem sido descrita em um volume crescente de 
trabalhos nos últimos anos sem, contudo, que se tenha identificado correlação com 
outras alterações no cultivo (YAMAMOTO et al., 2007; FIORINA et al., 2009; JIN et 
al., 2009; JIANG et al., 2010; ROSU-MYLES et al., 2010; LEVI et al., 2011; CAPRA et 
al., 2012; DIVYA et al., 2012; ANDERSON et al., 2013; GARROVO et al., 2013; 
LEYVA-LEYVA et al., 2013).  
CD105 é a designação de uma glicoproteína transmembrana do tipo I 
denominada endoglina. Esta pode ser encontrada sob três isoformas, longa (L), curta 
(C) e solúvel (sE). Destas, a isoforma L é a mais abundante e melhor caracterizada. 
A isoforma L constitui um co-receptor para integrantes da superfamília de proteínas 
denominadas fatores beta de transformação do crescimento (transforming growth 
factor beta, TGF-β) (LÓPEZ-NOVOA, BERNABEU, 2010; ANDERSON et al., 2013). 
A expressão desta isoforma é alta em células em proliferação e células 
endoteliais, exibindo forte correlação com o remodelamento vascular e angiogênese 
em diferentes tecidos, estágios do desenvolvimento e condições fisiológicas 
(GUERRERO-ESTEO et al., 1999; JONKER, ARTHUR, 2002; CLEMENTE et al., 
2006; DOCHERTY et al., 2006; BARRESI et al., 2008), bem como na promoção de 
adesão e inibição da migração celular, tanto in vitro quanto in vivo (MA et al., 2000; 
LIU et al., 2002; CONLEY et al., 2004). 
Quando no contexto de células tumorais, especialmente nas do endotélio 
vascular tumoral, descreve-se habitualmente que a modulação da expressão de 
endoglina tenha relação com a supressão e progressão tumoral. Assim, o aumento da 
sua expressão resultaria em aumento da capacidade angiogênica do tumor, dando 
suporte ao seu crescimento (BERNABEU et al., 2009; FONSATTI et al., 2010; LÓPEZ-
NOVOA, BERNABEU, 2010). 
Em CTMs no entanto, não é claro o significado da expressão ou perda de 
expressão de CD105, existindo um acúmulo de relatos divergentes. Na maioria das 
publicações, as diferenças relatadas na expressão de CD105 não exibem correlação 
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com alterações celulares ou outras características relevantes (FIORINA et al., 2009; 
JIN et al., 2009; ROSU-MYLES et al., 2010; CAPRA et al., 2012; DIVYA et al., 2012; 
GARROVO et al., 2013; LEYVA-LEYVA et al., 2013); e em alguns casos, há 
correlação com o potencial de diferenciação (JIANG et al., 2010; LEVI et al., 2011; 
ANDERSON et al., 2013). 
No presente estudo, não foi observada diferença quanto ao potencial de 
diferenciação adipogênica e osteogênica da amostra A2, constituída na quase 
totalidade por células CD105-. Contudo, foram observadas diferenças significativas 
das amostras A2 e A3 em relação às demais, tanto em relação à ausência de adesão 
celular (MA et al., 2000; LIU et al., 2002; CONLEY et al., 2004) quanto ao potencial 
proliferativo, com prolongado período de crescimento exponencial. Este perfil 
proliferativo aumentado também foi identificado por Pece-Barbara et al. (2005) em 
células endoteliais CD105- de embriões de camundongos. 
Fernandez-Lopez et al. (2007) e Thomas et al. (2007) identificaram relação 
entre a expressão de CD105 e a modulação da expressão de mais de uma centena 
de genes, muitos dos quais envolvidos na proliferação, organização do citoesqueleto, 
conexões intercelulares e migração celular, além da própria angiogênese. 
No nível celular, a caracterização como CD105- pode resultar da inibição da 
síntese de endoglina, da sua clivagem e/ou ainda, da sua internalização. A ausência 
de síntese, ao menos no nível transcricional, é contestada. Anderson et al. (2013) 
relataram o aumento da síntese de RNAm correspondente à isoforma L, concomitante 
à redução da sua expressão em cultivos de CTMAs, bem como a detecção de níveis 
significativos desse RNAm em amostras CD105-. Resultados similares foram obtidos 
em tumores sólidos por Fonsatti et al. (2000). 
A clivagem de CD105 é mediada por uma metaloproteinase de membrana 
(MMP-14) e resulta no aparecimento da isoforma eS (LÓPEZ-NOVOA, 2007; 
HAWINKELS et al., 2010). O aumento da expressão dessa enzima concomitante ao 
aumento da confluência e proliferação nos cultivos de CTMAs também já foi relatado 
(ANDERSON et al., 2013). Curiosamente, Yang et al. (2013) reportaram recentemente 
a aquisição de características de CTCs quando da super expressão de uma outra 
metaloproteinase de membrana, a MMP-1, em células transformadas. 
A internalização da endoglina tem sido identificada em diferentes interações 
e vias bioquímicas, envolvendo proteínas como ALK-1, ALK-2, ALK-5, beta-arrestina, 
ERK, MAPK entre outras (TANG et al., 2005; BERNABEU et al., 2007; LEE, BLOBE, 
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2007; TIAN et al., 2012), apresentando-se como um tema ainda pouco compreendido 
e que pode exibir desdobramentos, inclusive sobre o potencial de transformação 
celular (SANTIBANEZ et al., 2010). 
Neste contexto, os resultados obtidos no presente estudo corroboram a 
hipótese de que a redução na expressão do marcador CD105, detectável por 
imunofenotipagem por citometria de fluxo, mantém estreita relação com a 
transformação celular identificada, servindo como um marcador sensível deste 
processo nos cultivos celulares.  
Somado ao desenvolvimento de tumores in vivo após a inoculação das 
amostras CD105- em animais imunodeficientes, propomos que essa redução na 
expressão seja um biomarcador da transformação maligna de células em cultivo. Sua 
identificação poderia auxiliar tanto no prognóstico quanto em novas perspectivas de 






8.1 O tempo de duplicação celular nos cultivos de CTMAs foi reduzido entre 
as passagens P3 e P15 e o período de crescimento exponencial foi 
antecipado para os primeiros dias do cultivo. 
8.2 A técnica de Papanicolaou possibilitou a detecção de alterações 
morfológicas e numéricas de núcleos em todas as amostras e passagens 
e o aumento significativo destas alterações ao longo do cultivo. 
8.3 A técnica de cariotipagem (bandamento G) possibilitou a identificação de 
alterações cromossômicas numéricas em todas as amostras e 
passagens e aumento significativo na proporção de metáfases alteradas 
e do número de cromossomos ao longo do cultivo. 
8.4 As sondas produzidas e utilizadas na técnica de FISH possibilitaram a 
identificação de alterações do número de cromossomos em todas as 
amostras, passagens e da tendência do aumento do número de 
cromossomos ao longo do cultivo. 
8.5 A técnica de imunofenotipagem por citometria de fluxo possibilitou a 
caracterização das amostras de CTMA e a identificação de variação 
significativa para a expressão do marcador CD105 entre as amostras e 
sua tendência de redução da sua expressão ao longo do cultivo. 
8.6 Todas as amostras submetidas à diferenciação osteogênica e 
adipogênica exibiram potencial de diferenciação. 
8.7 Duas de dez amostras de CTMAs cultivadas apresentaram 
transformação espontânea, induzindo a formação de tumor quando 
testadas in vivo. 
8.8 Os resultados obtidos na técnica de Papanicolaou em P3 e P9 exibiram 
forte correlação com os resultados do teste de Tumorigênese in vivo; e 
correlação em P9 com os resultados da Imunofenotipagem por 
citometria de fluxo. 
8.9 Os resultados obtidos por bandamento G exibiram forte correlação com 
os resultados da técnica de FISH em todas as passagens. 
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8.10 Os resultados obtidos por bandamento G em P3 exibiram forte 
correlação com os resultados do teste de tumorigênese in vivo e 
Imunofenotipagem por citometria de fluxo. 
8.11 Os resultados obtidos na técnica de FISH em P3 exibiu forte correlação 
com os resultados do teste de tumorigênese in vivo e Imunofenotipagem 
por citometria de fluxo. 
8.12 Os resultados obtidos nas técnicas de imunofenotipagem por citometria 
de fluxo e tumorigênese in vivo exibiram forte dependência entre si. 
8.13 CTMAs tendem a acumular alterações ao longo do cultivo, as quais 
podem ser detectadas por meio de diferentes métodos de análise.  
8.14 Todas as técnicas utilizadas permitiram identificar alterações que 
exibiram correlação com a transformação celular. 
8.15 A técnica de Papanicolaou se destacou no nosso estudo em razão da 
facilidade de aplicação e alta correlação das alterações detectadas com 
a transformação.  
8.16 A correlação dos resultados das técnicas de cariotipagem/bandamento 
G e FISH, ressaltaram a importância da aplicação da FISH quando não 
forem detectadas alterações por cariotipagem. 
8.17 A perda de expressão do marcador CD105 em cultivos de CTMAs é um 
bioindicador importante da transformação celular.  
8.18 A manutenção do potencial de diferenciação in vitro não é determinante 
da segurança da aplicação terapêutica de uma dada amostra de CTMA. 
8.19 O algoritmo proposto para a triagem de cultivos de CTMAs mostrou 
eficiência em correlacionar as alterações detectadas à ocorrência de 
transformação e poderá contribuir com o estabelecimento de uma escala 
de segurança para a aplicação terapêutica de CTMAs cultivadas. 
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9. LIMITAÇÕES DO ESTUDO 
  
 
A técnica de Papanicolaou, quando utilizada na análise de células 
descamadas da cérvice uterina, possibilita também a detecção de outras 
alterações, cujo arranjo pode caracterizar tipos distintos de lesões (NATIONAL 
CANCER INSTITUTE, 1989; APGAR et al., 2003; NATIONAL CANCER 
INSTITUTE, 2013). No presente estudo decidiu-se pela inclusão apenas das 
alterações do número e de morfologia dos núcleos. Esta decisão decorreu do 
fato de ainda não haver padronização do uso dessa técnica para cultivos de 
CTMs. 
Desta forma, evitou-se incorrer em erros de julgamento, resultantes de 
eventuais falhas no preparo das amostras ou mesmo devido à não capacitação 
do avaliador no uso da técnica, haja vista que, mesmo para o uso padronizado 
da técnica, divergências de julgamento não são incomuns (NANDA et al., 2000; 
TAVARES et al., 2008; UTAGAWA et al., 2010). 
A resolução obtida para os cromossomos de Mus musculus se mostrou 
compatível com o padrão caracterizado entre 350-400 bandas do cariótipo 
humano, suficiente para a detecção de alterações estruturais da ordem de ≅7-
10 Mb (BICKMORE, 2001; ISCN, 2009). 
Assim, eventuais alterações envolvendo regiões cromossômicas ainda 
menores, podem ter se apresentado crípticas à análise. Por este motivo, não 
descartamos a possibilidade de ocorrência de outras alterações cromossômicas 
por nós não identificadas nessas amostras. 
A existência de duas variantes ortólogas do marcador “CD90” humano 
em camundongos, CD90.1 e CD90.2; a expressão mais comum de CD90.2 que 
CD90.1 em várias linhagens de camundongos; e a opção de uso do anticorpo 
anti-CD90.1, não nos permite descartar que as amostras testadas 
eventualmente, possam vir a ser caracterizadas como CD90.2+. 
Todas as amostras foram testadas in vivo em camundongos 
imunodeficientes. Eventualmente, as amostras que se apresentaram 
transformadas poderão não exibir a formação de tumores quando inoculadas em 
animais sem comprometimento imunológico. 
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Uma das amostras, A3, não foi submetida à diferenciação por não exibir 
adesão das suas células à superfície do frasco de cultivo. Eventualmente, caso 
seja utilizada metodologia de fixação dessas células a uma superfície, pode-se 
julgar com segurança seu potencial de diferenciação. 
Ainda sobre diferenciação, não foi aplicada uma metodologia para 
quantificação do potencial de diferenciação. Assim, foi estabelecido como 
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TABELA 1 –  DETALHAMENTO DOS RESULTADOS DA EXTRAÇÃO DE TECIDO ADIPOSO 





A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 
IDADE DO ANIMAL 96 96 96 100 102 100 104 100 98 105 
MASSA CORPORAL 
(G) 31,50 41,95 31,71 45,12 46,58 42,00 42,05 46,59 39,74 23,72 
TECIDO ADIPOSO 







































































FONTE: O autor (2013). 
 
TABELA 2 –  VIABILIDADE MÉDIA DOS INÓCULOS 
EM CADA PASSAGEM DOS 
CULTIVOS. 
 
















LEGENDA: DIFERENÇA ESTATISTICAMENTE 
SIGNIFICATIVA EM RELAÇÃO A P1, PARA 
VALORES DE P<0,05A E P<0,01B (ANOVA E TESTE 
DE TUKEY). 
























FONTE: O autor (2013). 
 
 
TABELA 4 – NÍVEIS DESCRITIVOS (“Q-VALUE”) OBTIDOS NA COMPARAÇÃO MÚLTIPLA DOS 
VALORES MÉDIOS DO TEMPO DE DURAÇÃO DE CADA PASSAGEM (ANOVA E 













 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 
P1 1,067 4,188 5,994
A,B 7,554A,B 3,941 3,859 3,284 2,956 2,087 1,732 0,932 0,774 1,064 
P2 – 3,120 4,927
B 6,487A,B 2,874 2,792 2,217 1,889 1,048 0,692 0,106 0,232 0,058 
P3  – 1,806 3,366 0,246 0,328 0,903 1,232 1,989 2,344 3,144 3,174 2,884 
P4   – 1,156 2,053 2,135 2,710 3,038 3,747 4,103 4,902
B 4,877B 4,587 
P5    – 3,613 3,695 4,270 4,598 5,266
B 5,621A,B 6,420A,B 6,348A,B 6,058A,B 
P6     – 0,082 0,656 0,985 1,749 2,105 2,904 2,942 2,651 
P7      – 0,574 0,903 1,669 2,025 2,824 2,864 2,574 
P8       – 0,328 1,110 1,465 2,264 2,322 2,032 
P9        – 0,790 1,146 1,945 2,013 1,722 
P10         – 0,346 1,125 1,218 0,934 
P11          – 0,779 0,881 0,598 
P12           – 0,126 0,157 
P13            – 0,275 
P14             – 
LEGENDA: DIFERENÇA ESTATISTICAMENTE SIGNIFICATIVA PARA VALORES DE P<0,01A E 
P<0,05B. 





TABELA 1 –  RESULTADOS DA ANÁLISE POR PAPANICOLAOU EM CADA AMOSTRA E 
PASSAGEM. 
AMOSTRA 1 








MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO 
1167 3 3 525 6 2 339 0 9 
AMOSTRA 2 








MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO 
740 0 3 394 8 10 NR   
AMOSTRA 3 








MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO 
405 4 5 594 21 16 NR   
AMOSTRA 4 








MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO 
1428 2 5 210 6 3 630 9 6 
AMOSTRA 5 








MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO 
966 1 8 293 0 4 711 5 6 
AMOSTRA 6 








MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO 
1098 0 15 566 0 5 592 0 19 
AMOSTRA 7 








MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO 
1580 1 2 459 0 2 1207 9 8 
AMOSTRA 8 








MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO 
510 1 3 746 3 5 585 5 2 
AMOSTRA 9 








MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO 
390 1 1 413 3 3 410 3 7 
AMOSTRA 10 








MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO MORFOLOGIA BINUCLEAÇÃO 
1167 2 12 961 13 0 741 2 7 
LEGENDA: NR – NÃO REALIZADO (AMOSTRAS CUJOS CULTIVOS FORAM INTERROMPIDOS 
ENTRE P9 E P15). 
FONTE: O autor (2013). 
ANEXO 5 
 
TABELA 1 –  RESULTADOS DA ANÁLISE CITOGENÉTICA POR BANDAMENTO G EM CADA 
AMOSTRA E PASSAGEM. 
AMOSTRA A1 










17 40 (40,XY) 1 52 2 60 
1 73 1 64 3 63 
  1 66+1A 2 63+1A 
3 80 1 68 2 64 
  1 69+2A 3 65+1A 
  2 70 1 65+2A 
  1 71 2 66 
  2 72 2 67+1A 
  5 73 1 68 
  2 73+1A 1 71+1A 
  1 75 1 108 
  1 75+3A 1 131 
  1 84+1A   
  1 118+5A   
AMOSTRA A2 
10 40 (40,XY) 1 40 (40,XY)   
1 38 2 43   
1 39 1 46+1A   
1 41 1 49   
1 50 1 54+1A   
2 63 1 71+1A   
1 74 1 72+1A   
1 79 3 76   
3 80 2 78+1A   
  1 79   
  1 79+1A   
  4 80+1A   
  1 83+1A   
  1 85+1A   
AMOSTRA A3 
19 40 (40,XY) 5 40 (40,XY)   
2 80 1 40+1A   
  1 36   
  1 42   
  1 43   
  1 45   
  1 55   
  2 58   
  1 61   
  1 67   
  1 76   
  2 80   
  1 112   
  1 120   
  1 203+1A   
AMOSTRA A4 
18 40 (40,XY) 1 37 1 40 (40,XY) 
1 34 1 42 1 41 
     continua 
TABELA 1 –  RESULTADOS DA ANÁLISE CITOGENÉTICA POR BANDAMENTO G EM 














1 37 1 43 1 40 (40,XY) 
1 60   1 41 
    1 42 
    1 47+1A 
    1 58+2A 
    1 70 
    1 72+1A 
    1 72 
    2 73+1A 
    1 74+1A 
    3 75+1A 
    1 75+2A 
    1 76+1A 
    2 76 
    1 77 
    1 82 
    1 102 
AMOSTRA A5 
15 40 (40,XY) 2 43 1 42+1A 
1 38 1 44 1 45 
1 70 1 45 1 61 
4 80 1 47 5 70 
    1 70+1A 
    1 72 
    1 72+1A 
    2 74 
    1 74+1A 
    1 75 
    3 76 
    1 77+1A 
    1 78+6A 
    1 79 
AMOSTRA A6 
17 40 (40,XY) 11 40 (40,XY) 5 40 (40,XY) 
1 33 1 37 1 42+2A 
1 38 1 58 1 42 
1 66 1 60 1 57 
1 80 1 63 1 64+1A 
  1 64 1 65+2A 
  1 67 1 70 
  2 75 1 73 
  1 78 4 74 
  1 80 3 75 
    1 78 
    1 80 
AMOSTRA A7 
20 40 (40,XY) 4 40 (40,XY) 4 40 (40,XY) 
1 79 1 33 1 38 
  1 75 1 59 
  1 76 1 67 
  1 78 2 68 
     continua 
TABELA 1 –  RESULTADOS DA ANÁLISE CITOGENÉTICA POR BANDAMENTO G EM 














  12 80 1 68+3A  
  1 145+4A 1 70 
    2 72 
    2 75 
    1 77 
    2 78 
    1 80 
    1 80+1A 
    1 158 
AMOSTRA A8 
18 40 (40,XY) 1 45 1 33 
3 80 1 50 1 46 
  1 57 1 66 
  1 71 3 68 
  1 72 2 70 
  1 73 3 72 
  5 76 1 72+1A 
  1 77 2 74 
  2 78 1 76 
  1 79 2 76+1A 
  3 80 1 78 
  1 80+1A 1 79 
  1 83 1 80 
  1 140 1 82 
AMOSTRA A9 
18 40 (40,XY) 1 50 1 69 
1 76 1 52 1 71 
2 78 2 60+1A 2 72 
  1 65 1 73 
  1 69 1 74 
  2 72 2 75 
  2 74 1 75+1A 
  1 75 5 76 
  1 76 1 76+1A 
  2 77 2 77 
  2 78 1 78 
  1 79 2 79 
  3 80 1 79+1A 
  1 150+1A   
AMOSTRA A10 
18 40 (40,XY) 5 72 1 44 
1 77 2 73 1 55 
2 80 2 74 1 64 
  4 76 1 64+1A 
  3 77 1 66 
  3 78 1 67 
  2 79 1 67+1A 
    2 69 
    2 70 
    1 72 
     continua 
TABELA 1 –  RESULTADOS DA ANÁLISE CITOGENÉTICA POR BANDAMENTO G EM 














    1 72+1A 
    1 73 
    2 76 
    2 77 
    1 77+3A 
    2 78 
LEGENDA: A – AMPLIFICAÇÃO EXTRA-CROMOSSÔMICA. 
FONTE: O autor (2013). 
ANEXO 6 
 
Produção das sondas de FISH 
O DNA extraído a partir do cultivo dos clones 243O4, 313M8, 433H2 e 77N6 




























(C)     (D) 
FIGURA 1 –  PERFIL ESPECTROFOTOMÉTRICO OBTIDO EM 
ESPECTROFOTÔMETRO DO TIPO NANODROP 
(NANOVUE PLUS®, GE HEALTHCARE), DO DNA 
EXTRAÍDO DOS CULTIVOS DOS CLONES: A) 243O4; B) 
313M8; C) 433H2; E D) 77N6. 











Quando tratados com DNAse I a 2×10-4 U/µL por µg de DNA, por 10 min a 37º 
C, o DNA obtido resultou em conjuntos de fragmentos adequados para uso como 
sondas de hibridação, com tamanhos predominantemente entre 100 e 500 pb 
(FIGURA 2). A marcação dos conjuntos de fragmentos resultou na produção de 
sondas de hibridação detectáveis em núcleos interfásicos das CTMTA cultivadas: um 
sinal do clone 243O4; e dois sinais dos clones 313M8, 433H2 e 77N6, quando do 




FIGURA 2 – ELETROFORESE DE DNA PLASMIDIAL 
DO CLONE 77N6 DIGERIDO COM 
DNASE I EM CONCENTRAÇÕES DE 
2×10-2 U/µL A 2.10-6 U/µL (A A E) PARA 
CADA 1 µG DE DNA, POR 10 MIN A 37º 
C. BAC: DNA DO CLONE 77N6, NÃO 
TRATADO COM DNASE I. M: 
MARCADOR DE MASSA MOLECULAR 
DE 100 PB (LADDER). DESTAQUE: 
REGIÃO DO GEL APRESENTANDO A 
MAIOR PROPORÇÃO DE 
FRAGMENTOS NO TRATAMENTO C, 
COM TAMANHOS VARIANDO DE <100 
PB A ~700 PB. GEL DE AGAROSE 1,5% 
EM TAMPÃO TAE 1×, SUBMETIDO A 
100 MV POR 1 H E CORADO COM ETBR 
A 0,5 µG/ML. 






TABELA 1 –  RESULTADOS DA ANÁLISE POR FISH PARA CADA AMOSTRA E PASSAGEM. 
AMOSTRA 1 
Passagem P3 P9 P15 
Cariótipo DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI 
Combinação             
X+5 (BAC2+4) 90 1 9 0 20 20 46 14 12 43 30 15 
10+16 (BAC3+7) 88 3 9 0 12 48 31 9 9 57 24 10 
Médias 89,00% 2,00% 9,00% 0,00% 16,00% 34,00% 38,50% 11,50% 10,50% 50,00% 27,00% 12,50% 
Anormal 11,00%    84,00%    89,50%    
AMOSTRA 2 
Passagem P3 P9 P15 
Cariótipo DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI 
Combinação             
X+5 (BAC2+4) 64 21 15 0 15 60 16 9     
10+16 (BAC3+7) 52 24 24 0 9 72 13 6     
Médias 58,00% 22,50% 19,50% 0,00% 12,00% 66,00% 14,50% 7,50%     
Anormal 42,00%    88,00%        
AMOSTRA 3 
Passagem P3 P9 P15 
Cariótipo DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI 
Combinação             
X+5 (BAC2+4) 97 0 3 0 37 31 20 14     
10+16 (BAC3+7) 91 1 8 0 21 44 17 18     
Médias 94,00% 0,50% 5,50% 0,00% 29,00% 37,50% 18,50% 16,00%     




TABELA 1 –  RESULTADOS DA ANÁLISE POR FISH PARA CADA AMOSTRA E PASSAGEM. 
continuação 
AMOSTRA 4 
Passagem P3 P9 P15 
Cariótipo DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI 
Combinação             
X+5 (BAC2+4) 92 2 4 2 23 39 36 2 6 23 65 6 
10+16 (BAC3+7) 97 0 2 1 26 24 30 10 2 19 78 1 
Médias 94,50% 1,00% 3,00% 1,50% 24,50% 31,50% 33,00% 6,00% 4,00% 21,00% 71,50% 3,50% 
Anormal 5,50%    70,50%    96,00%    
AMOSTRA 5 
Passagem P3 P9 P15 
Cariótipo DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI 
Combinação             
X+5 (BAC2+4) 77 6 17 0 4 34 62 0 3 80 15 2 
10+16 (BAC3+7) 70 5 24 1 1 42 57 0 1 89 10 0 
Médias 73,50% 5,50% 20,50% 0,50% 2,50% 38,00% 59,50% 0,00% 2,00% 84,50% 12,50% 1,00% 
Anormal 26,50%    97,50%    98,00%    
AMOSTRA 6 
Passagem P3 P9 P15 
Cariótipo DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI 
Combinação             
X+5 (BAC2+4) 91 2 6 1 57 26 17 0 28 28 41 3 
10+16 (BAC3+7) 77 6 17 0 53 30 12 1 22 44 30 4 
Médias 84,00% 4,00% 11,50% 0,50% 55,00% 28,00% 14,50% 0,50% 25,00% 36,00% 35,50% 3,50% 
Anormal 16,00%    43,00%    75,00%    
continua 
 
TABELA 1 –  RESULTADOS DA ANÁLISE POR FISH PARA CADA AMOSTRA E PASSAGEM. 
continuação 
AMOSTRA 7 
Passagem P3 P9 P15 
Cariótipo DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI 
Combinação             
X+5 (BAC2+4) 98 2 0 0 14 15 66 5 24 19 54 3 
10+16 (BAC3+7) 90 7 3 0 32 9 57 2 21 17 55 7 
Médias 94,00% 4,50% 1,50% 0,00% 23,00% 12,00% 61,50% 3,50% 22,50% 18,00% 54,50% 5,00% 
Anormal 6,00%    77,00%    77,50%    
AMOSTRA 8 
Passagem P3 P9 P15 
Cariótipo DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI 
Combinação             
X+5 (BAC2+4) 89 3 8 0 6 60 27 7 4 44 50 2 
10+16 (BAC3+7) 93 0 7 0 11 49 37 3 0 65 31 4 
Médias 91,00% 1,50% 7,50% 0,00% 8,50% 54,50% 32,00% 5,00% 2,00% 54,50% 40,50% 3,00% 
Anormal 9,00%    91,50%    98,00%    
AMOSTRA 9 
Passagem P3 P9 P15 
Cariótipo DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI 
Combinação             
X+5 (BAC2+4) 91 1 7 1 5 61 23 11 12 51 29 8 
10+16 (BAC3+7) 88 12 1 0 4 47 41 8 5 73 19 3 
Médias 89,50% 6,50% 4,00% 0,50% 4,50% 54,00% 32,00% 9,50% 8,50% 62,00% 24,00% 5,50% 
Anormal 11,00%    95,50%    91,50%    
continua 
 
TABELA 1 –  RESULTADOS DA ANÁLISE POR FISH PARA CADA AMOSTRA E PASSAGEM. 
conclusão 
AMOSTRA 10 
Passagem P3 P9 P15 
Cariótipo DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI DISSOMIA ANEU TETRA POLI 
Combinação             
X+5 (BAC2+4) 93 6 1 0 6 72 20 2 5 78 15 2 
10+16 (BAC3+7) 83 10 7 0 3 65 31 1 9 73 12 6 
Médias 88,00% 8,00% 4,00% 0,00% 4,50% 68,50% 25,50% 1,50% 7,00% 75,50% 13,50% 4,00% 
Anormal 12,00%    95,50%    93,00%    
Legenda: ANEU – aneuploidia (exceto tetrassomia e polissomia de ambos os pares de sondas); TETRA – tetrassomia para ambos os pares de sondas; 
POLI – polissomia para ambos os pares de sondas. 
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